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Dans un précédent mémoire (1), nous avons montré qu’en cul- 
tivant le bacille tuberculeux bovin sur milieux biliés glycéri- 
nés, en longues séries successives, on obtient une race de 
bacilles atténués, devenus avirulents pour le beuf, le singe et 
le cobaye, trés bien tolérés par l’organisme, méme & doses 
considérables injectées dans les veines, ne produisant dans 
aucun cas de Iésions tuberculeuses, mais conférant cependant 
aux bovidés, 4 partir du trentiéme jour aprés la vaccination, 
une résistance durable aux inoculations d’épreuve failes par 
voie intraveineuse. 

« Il nous reste a préciser, disions-nous, /a durée de cette 
résistance vis-a-vis de la contamination naturelle par cohabita- 
tion continue avec des bovidés tuberculeux. Crest ce que nous 
étudions actuellement. » 


(1) Ces Annales, février 1913. 


. 
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Les expériences instituées dans ce but, commencées le 
21 novembre 1912, ont été brutalement interrompues en aott — 
1915 pendant l’occupation allemande. Nous dirons & la suite 
de quelles circonstances. Néanmoins, les résultals acquis & 
cette derniére dale sont assez intéressants pour que nous 
croyions utile de les pubtier. 

Nous disposions de dix génisses bretonnes, agées de neuf a 
dix mois, indemnes de tuberculose. Quatre devaient nous 
servir de lémoins. Les six autres devaient étre soumises aux 
essais de vaccination. 

Le 2 novembre 1912, ces six génisses recurent dans la 
veine jugulaire une unique injection vaccinale de 20 milh- 
grammes de bacilles bovins (880 millions de bacilles) provenant 
d'une culture de 70° passage sur pomme de terre biliée et agée 
de deux semaines. Ce méme jour nos génisses furent placées, 
ainsi que les quatre témoins, dans une étable spécialement 
aménagée pour favoriser la contamination naturelle et déja 
habitée depuis deux mois par cing vaches adultes tubercu- 
leuses. 

Afin d’assurer la contamination, les vaches tuberculeuses, 
soumises & un changement de place hebdomadaire, étaient 
altachées, comme le montre la figure ci-aprés, immédialement 
en avant de la rangée des génisses en expérience. Le sol 
incliné de Tétable était disposé de telle sorte que les déjections 
des vaches tuberculeuses, entrainées par lurine, -soutllaient 
conslamment la litiére ct les aliments disposés dans une auge 
commune sur toute la longueur du rang des géuisses (yoir 
figure ci-contre). 

Le programme que nous nous étions lracé comportait en 
outre une seconde vaccination (également de 20 mailligrammes 
de bacilles biliés) faite au bout dun an de séjour dans l’étable 
pour les numéros 41, 44, 47, et une troisiéme vaccination iden- 
tique, eflectuée encore aprés une nouvelle période d’une année, 
pour les numéros 41 et 44. 

Lieffectif des cing vaches infectantes fut toujours maintenu 
au complet pendant les treate-quatre mois que dura Pexpé- 
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rience, ce yul, enraison des morts qui se produisirent, nécessita 
le passage de dix vaches présentant des signes extérieurs de 
tuberculose. L’autopsie révéla chez huis d’entre elles existence 


d'une tuberculose avancée ; chez les deux autres on ne trouva 
qwune tuberculose discréte des ganglions bronchiques fet 
médiastinaux, excluant peut-étre une contagion efficace. Un de 
ces deux animaux est resté dans I'élable pendant trente et un 
mois. I] faut donc admetire que seulement ¢rois vaches atteintes 
de tuberculose grave ont séjourné dla fois dans Vétable pendant 
les essais, 
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Disposition des animaux dans l’étable de contamination. 
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Génisses : T, témoins. 
V, vaccinées. 


Le 21 novembre 1913, un an aprés le début de l’expérience, 
les dix génisses furent soumises & une injection de tuberculine. 
Les résultats de cette épreuve sont indiqués ci-aprés : 
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Sil est permis d interpréter sirement en faveur del’existence 
de la tuberculose la réaction positive constatée chez 3 témoins 
sur 4, il n’en est pas de méme en ce qui concerne la réaction 
positive et les deux douteuses observées chezérois des six génisses 
vaccinées. On sait en effet que, dans un certain nombre de cas, 
la présence de bacilles avirulents dans l’organisme peut provo- 
quer la sensibilité & Ja tuberculine. Les dix génisses sont 
daus un état de santé trés satisfaisant. Leur croissance est 
réguliére. 

Conformément au programme, les n° 41, 44, 47 recoivent 
dans les veines une se:onde injection vaccinale de 20 milli- 
grammes de bacilles biliés du 89° passage; culture agée de 
21 jours. 

Le 2juin 1914, dix-huit mois aprés le début de l’expérience, 
les dix génisses sont soumises 4 une injection de tuberculine. 

Voici les résultats de cette épreuve : 


Nes’ 40 4l 42 43 44 45 46 4] 48 49 
AR V V T Vv V 


o—<—— 
Ss 


7: 
o 
o 
J 
o 
o 
To) 
> 
3S 
oR 
= 
° 
as 
o 
°o 
NS 
= 
So 
te 


VACCINATION DES BOVIDES CONTRE LA TUBERCULOSE 557 


Aprés dix-huit mois de cohabitation infectante, les six 
génisses vaccinées, — méme celles qui ne l’ont été qu'une fois 
tout au début, — ne réagissent pas & la tuberculine, alors que 
trois témoins sur quatre sont manifestement infectés. 

Pour ce qui est du quatriéme témoin, n° 46, qui continue & 
ne pas réagir, il faut bien admettre que la résistance indivi- 
duelle ala contamination, inexistante vis-A-vis de l’inoculation 
expérimentale d’épreuve, est cependant manifeste lorsqu’il 
s'agit de cohabitation infectante. 

Le 21 novembre 1914, deux ans aprés le début de l’expé- 
rience, en raison de la défense qui nous fut faite par lautorité 
militaire allemande de sortir de nos domiciles aprés 8 heures 
du soir, injection de tuberculine ne put pas étre effectuée ; 
mais les génisses n°* 41 et 44 recurent dans les veines une troi- 
siéme inoculation vaccinale de 20 milligrammes de bacilles 
biliés provenant d’une culture de 113° passage, agée de deux 
semaines. La santé de tous les animaux se maintenait par- 
faite. 

Le i* mars 1915, par suite d’un accident survenu au collier 
d’altache de la génisse n° 44 (vaccinée trois fois), cette dernitre 
était trouvée étranglée & deux heures du soir. L’autopsie, faite 
immédiatement, ne permit pas de déceler la moindre lésion 
tuberculeuse. Les ganglions bronchiques furent prélevés en 
totalité, triturés et inoculés sous la peau de huit cobayes. Le 
23 juillet 1915 les cobayes ne présentent pas de lésions locales ; 
ils sont sacrifiés et reconnus indemnes de luberculose. 


L’expérience se poursuivait dans de bonnes conditions 
lorsque, dans les premiers jours d’aott 41915, l'autorité alle- 
mande fit afficher un ordre enjoignant d’avoir a décharer, sous 
les peines les plus sévéres, tous les bovidés existant sur le 
territoire de la commune, ceux-ci devant élre réquisitionnés 
par l’armée. 

Pour éviter cette déclaration, nous décidimes de mettre fin 
a l’expérience et de procéder & l’abatage clandestin de nos ani- 
maux. 

Le 16 aoat 1915, trente-deux mois aprés le début des essais, 
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les neuf génisses restantes furent soumises & une injection de 


tuberculine : 
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On peut conclure de cette épreuve que 'es génisses vaccinées 
trois fois en 1912, 1913 et 1914 (n° 44 et 44) et que celle vac- 
cinée deur fois en 1912 et 1913 (n° 47) sont encore indemnes 
d+ tuberculose; mais que, sur les trois autres génisses (n* 42, 
45 el 48) vaccinées une seule fois en 1912, au début de Vexpé- 
rience, deux sur trois (n® 42 ct 45) sont contaminées et qu’elles 
lont été entre le dix-huitidme et le trente-deuxiéme mois de 
cohabitation infectante. 

Quant au quatriéme lémoin, n° 46, il ne réagit toujours pas, 
montrant ainsi un exemple de résistance individuelle tout a 
fait remarqu:ble. 

Du 27 aot an 1° octobre 1915, il fut procédé clandestine- 
ment a l’abatage de tous les animaux, en commencant par les 
témoins et par ceux qui avaient réagi 4 la derniére épreuve de 
tuberculine. 


A. — Témoins : 
Ne 40. — Lésions trés discréles. Dans un ganglion mésentérique un tuber- 


cule de la grosseur dun grain de millet, caséeux. Dans les ganglions bron- 
chiques, 2 tubercules de Ja grosseur d’un grain de miilet, caséeux. 


Ne 43. — Dans le poumon droit, 9 tubereules de la grosseur d'une noi- 
sette a celle d’une noix, tous caséeux. 

Dans le poumon gauche, 7 tubercules gros comme une petite noisette. 

Dans les ganglions bronchiques, 7 tubercules gros comme des grains de 
chénevis. 


Ne 49. — Les ganglions médiastinaux sont triplé: de volume et montrent 
sur la coupe de nombreux foyers tuberculeux allant de la grosseur d’un 
grain de millet a celle d'une noiselte. 

Les ganglions bronchiques présentent sur la coupe plusieurs tubercules 
g°os comme des grains de ch>nevis. 


Ne 46. (N’a jamais réagi a lépreuve de la tuberculine). — Tout a fait 
indemne de tuberculose. Les ganglions bronchiques sont préjevés, triturés 
et inoculés sous la peau de & cobayes qui, le 2 décembre 1915, sont sacrifiés 
el ne présentent aucune lésion. 


Kol 
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B. — Vaccinés : 
Série 1. — Vaccinés une seule fois, en 1912. 
Ne 42. — On trouve dans les 2 poumons 15 tubercules de la grosseur dun 


pois a celle dune noisette, tous caséeux. 
Les ganglions bronchiques et médiastinaux sont farcis de lésions. 


Ne 45. — Dans un ganglion mésentérique, une lésion tubercnleuse grosse 
conme une noisette. 

Dans un ganglion médiastinal, un foyer gros comme un petit pois. 

Ganglions bronchiques sains en apparence. 

Dans le poumon droit, 2 tubercules gros comme une noisette. 


Ne 48. — Aucune lésion tuberculeuse apparente. Les ganglions bronchiques 
sont prélevés, triturés et inoculés sous la peau de 5 cobayes qui, ullérieure- 
ment, ne montrent pas de lésions tuberculeuses. 


Stee I]. — Vaccinie deur frvis, en 1942 er 1913. 


Ne 47. — Aucune lésion tuberculeuse apparente. Les ganglions bronchi- 
ques sont prélevés, triturés et inoculés sous la peau de 5 cobayes. Le 
2 décembre 1915, ces animaux, sacrifiés, ne présentent aucune lésion. 


Série If]. — Vaccinég frois fois, en 1912, 1913 er 1914. 


Ne 44. — Mort accidentellement le te" mars 1915. L’autopsie et l'inoculation 
des ganglions bronchiques ont montré que cet animal était indemne de 
tuberculose. 


No 44. — Aucune lésion tuberculeus? apparente. Les ganglions bronchi- 
ques sont prélevés, triturés et inoculés sous la peau de 6 cobayes. Le 
2 décembre 1915, ces cobayes sacrifiés ne présentent aucune lésion tuber- 


culeuse. 


De ces expériences se dégagent les conclusions suivantes : 

4. La culture du bacille tuberculeux bovin en séries succes- 
sives sur milicux biliés glycérinés — (nous entretenons régu- 
ligrement ces cultures depuis 12 ans et demi) — permet 
d’obtenir une race de bacilles non tuberculigéenes, parfaitement 
tolérés par lorganisme des bovidés et par celui d'autres 
animaux sensibles au virus tuberculeux. 

2. Cette race avirulente se comporte comme un véritable 
vaccin, en ce sens qu'inoculée a dose convenable dans les veines 
des bovidées, elle confére a ces animaux une tolérance qui se 
manifes'e, non seulement vis-a-vis de Vinoculation expéri- 
mentale d’épreuve, mais aussi d /'égard de la contamination 
par cohabitation étroite dans les étables infectées. 
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3. Cette tolérance, liée, croyons-nous, a Ja présence des 
bacilles avirulents dans l’organisme, n’excéde pas 18 mozs 
apres une unique vaccination, mais elle peut étre entretenue 
par des revaccinations effectuées chaque année et qui sont, par 
elles-mémes, ino/fensives. 


Par d'autres expériences, qui n’entrent pas dans le cadre 
de ce travail, uous avons acquis la certitude que notre bacille 
bovin bilié vivant est inoffensif pour Thomme, méme par 
inoculation intraveineuse a la dose d’au moins 44.000 bacilles. 

Dans ces conditions on peut affirmer que, si la vaccination. 
au moyen des bacilles tuberculeux vivants, rendus non tuber- 
culigenes par cultures en séries sur bile, se montre efficace 
aprés une expérimentation suffisamment prolongée, elle ne 
présentera aucun des inconvénients qui ont fait abandonner,. 
avec juste raison, le procédé de Behring (bovovaccination) et 
celui de Rubert Koch et Schultze (tauruman), qui sont basés 
sur l'emploi de bacilles humains ou bovins virulents pour 
homme et pour le beeuf. 

Il serait donc désirable que essai de cette méthode pit étre 
étendu &un plus grand nombre d’animaux et poursuivi pen- 
dant un cycle d’années correspondant & la durée moyenne de 
la vie des bovidés, afin de préciser sa valeur pratique. 

Malheureusement les conditions économiques actuelles nous. 
obligent & attendre des circonstances plus favorables & l’achat. 
et 4 la conservation d'un troupeau suflisamment important. 


Mémoire publié a loccasion du jubilé de E. Metchnikoff. 


CONSIDERATIONS 
SUR LES THEORIES DE LA COAGULATION DU SANG 


par le D° Jctes BORDET 


(Institut Pasteur de Bruxelles). 


Bien que se prétant particuliérement & l’analyse, puisqu’il 
s'accomplit in vitro, le phénoméne de la coagulation n’a pas 
encore, malgré les travaux innombrables dont il a été l’objet, 
livré entiérement son secret. 

En collaboration souvent avec M. Gengou ou M. Delange, 
nous avons, comme beaucoup d’autres, tenté de l’élucider, 
explication d’ailleurs partielle que nous jugeons la plus plau- 
sible différant assez sensiblement de celles que divers auteurs 
proposent de leur colé. Il est bon a certains intervalles de 
résumer la question, en la discutant dans un brer apercu 
d’ensemble ot l'on coordonne les notions acquises. Je ne 
rappellerai ici que les fails essentiels. 

Chacun le sait, la coagulation du sang consiste dans l’organi- 
sation, en trabécules de fibrine, des particules colloidales de 
fibrinogéne, lequel, comme Frédéricq |’a montré en 1877, pré- 
existe dans le plasma circulant. /n vivo, le plasma est un 
milieu colloidal équilibré dont les conslituants se maintiennent 
ui état dispersé. Lorsque le sang s’épanche, l’influence déter- 
minante premiére qui par l’intermédiaire de phénoménes 
successifs provoque la séparation, sous forme solide, du fibri- 
nogéne, c’est souvent le mélange avec le suc de la plaie, lequel 
contient des principes trés actifs. Mais c'est la un facteur sur- 
ajouté, et nous considérerons de préférence ici la coagulation du 
sang pur, en d'autres termes celle qu’il subit exclusivement par 
ses propres moyens. Une influence déterminante essentielle de 
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cette coagulation autonome, c’est le contact d'un corps élranger, 
qui, tel le verre, n’agit que par sa présence, puisqu il ne libére 
aucune substance soluble. Le contact, facteur externe, déclen- 
che l’activité des facteurs internes propres au sang, el c'est 
ainsi qu’apparait le principe directement coagulant, le fibrin- 
ferment ou thrombine, qu’on trouve dans le sérum issu du 
caillot, mais qui, comme Schmidt Pa montré, ne se rencontre 
pas, en dose efficace tout au moins, dans le plasma encore 
liquide. On distingue done, dans le phénoméne total de la coa- 
culation, plusieurs phases; le probleme principal est en somme 
celui de Vapparition de la thrombine, le role du fibrinogéne 
étant purement passif. . 

On peut extraire le fibrinogéne du plasma et Vobtenir ainsi & 
un élat de pureté approchée; mais, insistons sur ce point, on 
ne doit jamais perdre de yue la notion de l’extréme complexité 
de la composition du sang; ce que le physiologiste étudie essen- 
tivllement, ce nest pas la coagulation du fibrinogene pur, c’est 
celle du fibrinogéne plongé dans une ambiance. Les colloides 
du sung sont unis entre eux par les liens multiples et délicats 
de Vadhésion moléculaire; le sang posséde une tension osmo- 
tique déterminée; il contient des sels alcalins; or linfluence 
de la tension osmotique ou de la réaction sur la production de 
la thrombine est manifeste; d’autre part, le fibrinogéne que 
l'on extrait et tente de purifier se montre plus soluble en pré- 
sence de traces de sels alcalins que dans la solution neutre de 
chlorure sodique; il y a lieu de penser que certains colloides 
contribuent & le maintenir a |élat dispersé, tandis que d'autres 
éléments en suspension favorisent son agrégation en fibrine. 
I] faut tenir compte de toutes les influences. 


Techniques fondamentales et facteurs de la coagulation. 


Le sang de nombreux animaux de laboratoire se coagulant 
promptement, il y a indication formelle & ralentir le phéno- 
méne afin d’en saisir mieux les différentes phases et il importe 
surlout de pouvoir arréter le processus 4 des moments déter- 
minés de son évolution. L’investigation fournit bientot une 
s‘rie de constatations, essentielles non seulement par leur signi- 
fication propre etimmédiate, mais aussi parce qu’elles ouvraient 


oy 
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de précieuses possibilités techniques aux recherches ulté- 
rieures. On put ainsi séparer les facteurs en jeu et d¢vlerminer 
comment et quand ils interviennent. 

Liabaissement de la température ralentit la coagulation; on 
peut avec succes faire intervenir le froid surtout lorsqu’il s’agit 
danimaux (cheval), dont le sang ne se coagule pas trés vile 
méme & la température ordinaire. On réussit & séparer ainsi, 
par centrifugation, le plasma et les cellules ; mais cette techui- 
que ne se préte guére a une analyse plus pénétrante. 

L'élévation de la tension osmotique qu'on détermine en ajou- 
tant au sang au sortir dv Varteére une quantité suffisante de sel, 
tel que le sulfate magnésique ou le chlorure sodique, prévient 
la coagulation (fHlewson, Schmidt). Les plasmas salés que Von 
obtient ainsi par centrifugation ont rendu de grands services, 
surtout celui qu’on se procure par addition de chlorure sodique 
(3825 p. 100). Ce sel étant un élément normal de lorganisme, 
il suffit de diluer le plasma dans la quantité voulue d’eau dis- 
tillée pour obtenir un liquide susceptible de coagulation spon- 
tanée et qui ne renferme pas de matiére étrangére au sang. 

La découverte d’Arthus et Pages eut une influence décisive : 
lion calcique est nécessaire 4 la coagulation. L’addition au sang 
au sortir de l’artére de sels décalcifiants tels oxalate sodique 
(4 ou 2 p. 1.000), le fluorure sodique, le citrate sodique (1), 
enléve au sang le pouvoir de se coaguler spontanément, mais 
la recalcification ultérieure (CaCl?) restitue au sang et généra- 
Jement aussi au plasma qu’on en a séparé par centrifugation 
l'aptitude a se prendre en masse par ses propres moyens. 

On peut aussi prévenir la coagulation en substituant au con- 
tact actif et habituel du verre, corps mouillable, celui d'un 
solide dont, si l’on peut s’exprimer ainsi, le sang ou le plasma 
ne percoit guére la présence. Freund a vu que le sang recueilli 
dans un vase enduit d’huile ou de vaseline ne se coagule que 
fort lentement; la paraffine surtout convient bien ; ces corps se 


(1) Sapsaranr a montré que le citrate s’oppose a ionisation des sels 
caleiques. [Il entrave notamment leur précipitation par Voxalate. Le citrate 
sodique étant inoffensif, Husvin (1911) l’a utilisé pour assurer l'incoagulabilité 
du sang destiné a la transfusion. Ultérieurement, Kuincer et Street (Corr. 
Blatl. f. Schweizer Aerzte, 1917) ont montré que le citrate disparait rapide- 
ment du sang, de telle sorte que promptement le sang transfusé selon le 
procédé de Hustin redevient en quelque sorte, dans lorganisme, du sang 


normal. 
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distinguent en ce qu’ils sont difficilement mouillables. Bordet 
et Gengou ont signalé qu’on réussit parfois, en employant pour 
la saignée et la centrifugation des tubes paraffinés, & maintenir 
pendant plus de vingt-quatre heures du plasma de lapin a l'état 
fluide, ce liquide se coagulant d’ailleurs promptement lorsqu’on 
le transvase dans un tube ordinaire. La paraffine toutefois ne 
satisfait en général qu’imparfaitement & la condition requise : 
fréquemment elle finit par se laisser mouiller, elle agit alors. 
comme un contact (1). 

Le sang de cerlains animaux se préte a la séparation des. 
cellules et du plasma sans gu’on soit forcé de recourir ni a la 
décalcification, ni a la paraffine : Delezenne a montré que le 
sang des oiseaux ne se coagule qu’avec une lenteur extréme si 
l'on a soin de praliquer la saignée de facon & empécher toute 
pénétration, dans le sang, de débris de tissus et notamment du 
suc qui s’exsude de la plaie opératoire (2). Vu l'extréme activité 
coagulante que ce suc manifeste chez les animaux les plus 
divers, celte précaution est d’ailleurs toujours indispensable, 
quelle que soit lespéce en expérience, car il ne faut pas con- 
fondre, dans l’étude du déterminisme de la coagulation, les 
facteurs propres au sang avec ceux qui lui sont étrangers. 

Le plasma d’oiseau qu'on se procure conformément aux indi- 
cations de Delezenne ressemble autant qu'il est possible au 
plasma circulant. Le plasma oxalaté répond d’ailleurs aussi, 
d’une facon satisfaisante, & cette condition si désirable, 
laquelle est mieux remplie encore si les plasmas dont il s’agit 
sont obtenus par centrifugation en tube paraffiné. Les cellules. 
sanguines, et notamment les plaquettes, éléments pourtant fort 
délicats, se conservent bien en milieu oxalaté, comme |’ont 
montré divers auteurs, notamment Pringle et Tail, Aynaud. 
On peut done présumer que les plasmas en question, séparés. 
par une énergique centrifugation, ne se sont guére chargés de 


(1) Il convient de tenir compte de ce que la paraffine se laisse mieux 
mouiller par le sang ou le sérum que par l'eau. Ce fait est dd a l'adsorption 
sur la paroi, de certaines matiéres, probablement albuminoides, qui consti-- 
tuent ainsi un mince enduit mouillable par l'eau. On constate, en effet, 
qu'une paroi de paraffine que le sérum est parvenu a mouiller (donnant liew 
ainsi & un ménisque concave) reste mouillable par l’eau, méme apres un 
ringage soigneux, a moins qu’on ne frotte la surface et qu'on n’enléve de cette- 
fagon le dépot qui conférait adhésion pour l'eau. 

(2) Le sang des poissons se comporte semblablement. 
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principes propres aux éléments cellulaires et qui, normale- 
ment, y restent confinés. A priort,on ne saurait en dire autant 
des plasmas salés. Il est bien vraisemblable que la forte con- 
centration saline, fort préjudiciable aux cellules, puisse avoir 
pour effet d’en extraire certaines substances: c’est ce qu'on 
peut d’ailleurs démontrer pour ce quiconcerne l'un des géné- 
rateurs de la thrombine, dont il sera question plus loin, et qui 
est le cytozyme. 

Le contact d’une paroi mouillable, les sels solubles de 
calcium, sont des facteurs de coagulation : il suffit, pour 
empécher le phénoméne, de les éliminer. On concoit qu'on 
arrive au méme résultat en absorbant la thrombine ou les 
substances meres dont celle-ci dérive. 

C’est ce que Bordet et Gengou reconnurent en étudiant 
divers précipités chimiquement inertes, notamment le sulfate 
de baryte ct le fluorure calcique, lesquels manifestent pour les 
principes dont il s’agit une affinité d’adsorption trés prononcée 
etles mettent ainsi hors de cause (1). Comme Bordet et Delange 
le constalérent ultérieurement, le précipilé gélatineux de 
phosphate tricalcique agit de cette facon avec une extréme 
énergie; le sang mélangé au sortir de l’arlére & une petite 
quantité de ce précipité reste fluide, la centrifugation fournis- 
sant un plasma parfaitement stable. Le plasma oxalaté, addi- 
tionné d'une trace de précipité qu'on élimine ensuite par centri- 
fugation, n’est plus coagulable par recalcification; ce plasma 
« phosphaté » se préte a d’instructives expériences. 

Ces procédés divers qui permettent l’oblention de plasmas 
fluides peuvent, cela va sans dire, étre concurremment mis en 
ceuvre. Par exemple, pour obtenir du plasma oxalaté, on 
emploie un tube & saigner paraffiné, et lon mélange le sang au 
sel décalcifiant en tube également paraffiné. I] est bon de 
recueillir et de centrifuger en tube paraffiné, et de préférence 


(1) C'est en tenant compte de ce fail que Borner el Gencou (Ces Annales, 1903) 
purent expliquer les propriétés singuliéres du plasma fluoré qu'on obtient 
en centrifugeant du sang additionné, au sortir de lartére, d’environ 3 p. 1.000 
de fluorure calcique. Arruus et Paces avaient reconnu que ce plasma, 
contrairement au plasma oxalaté, n’est pas coagulable par recalcification. Le 
fait est du précisément ala production a ce moment de fluorure calcique en 
quantité qui suffit a réaliser adsorption d'un des générateurs de la throm- 
bine. Le précipité de CaFl* absorbe aussi la thrombine elle-méeme : il enleve 
ausérum son pouvoir coagulant. 
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en faisant inlervenir une température basse, le sang doiseau 
que, conformément aux recommandations de Delezenne, on a 
préservé de tout mélange avec le sue de la plate. 

Ayant réussi grace & ces procédés 4 séparer le plasma des 
cellules, il faut tenter d’aller plus loin en soumettant a l’ana- 
lyse tant élément cellulaire que l’élément plasmatique. Chez 
les mammiferes tel le lapin, la légéreté remarquable des pla- 
quettes, signalée par Mosen en 1893, permet de les isoler aisé- 
ment: on centrifuge tout d’abord le sang oxalaté a vitesse mo- 
dérée, on décante le plasma surnageant trouble qui ne contient 
plus que des plaquetles, dont on peut ensuite provoquer la 
sédimentation grace a une centrifugation cette fois trés éner- 
gique et prolongée; le dépot peut naturellement ¢tre lavé 
ensuite & la solution physiologique légérement oxalatée. Il 
était d’autant plus important de pouvoir isoler les plaquettes 
que ces Gléments jouent un role de premier ordre dans la coa- 
gulation. Quant au plasma, une des influences auxquelles on 
songe tout dabord en vue de réaliser Ja dissection des facteurs 
de la coagulation, c’est celle du chaulfage ménagé. Le fibrino- 
gene est précipilable & 56° sous forme de flocons qui ne se 
redissolvent pas par refroidissement : il est done mis entiére- 
ment hors de cause, le plasma ainsi trailé n’est plus coagula- 
ble. Malheureusement, la thrombine, au moins en milieu plas- 
matique ou sérique, n’est guére plus résistanle; l'un de ses 
généraleurs (prothrombine ou prosérozyme) est également lrés 
vulnérable; la chaleur n'est done pas un agent bien utile. Par 
contre, le sel marin & létat concentré est précieux. Le fibrino- 
gone est int*gralement précipitable & saturation de chlorure 
sodique et se sépare déja au moins partiellement & demi-satu- 
ration. Parlant de plasma oxalaté, Hlammarsten a pu ainsi; en 
précipitant le fibrinogene par le chlorure sodique, le dissolvant 
ensuite pour le reprécipiter, et répétant celte technique un cer- 
lain nombre de fois, obtenir une solution dite pure de fibrino- 
gene en liquide légérement salé, A vrai dire, le fibrinogéne 
ainsi préparé ne se maintient @habitude pas longtemps en solu- 
tion lorsque le milieu est neutre. Il se sépare lentement sous 
forme de flocons ou méme se coagule; Nolf a montré que le 
produit est plus stable si l’on a eu soin d’y introduire une trace 
de carbonate sodique : l’alealinité favorise la dissolution du 
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fibrinogene. Méme dans ces conditions la coagulation spontanée 
peut apparaitre au bout d'un certain temps; on explique sou- 
vent ce fait en disant qu’en se précipitant le fibrinogéne a 
entrainé une trace de thrombine ou de ses générateurs, dont on 
ne peut le débarrasser. Mais iln’est pas certain que cette inter- 
prélation soit exacte. En principe on ne saurait affirmer que la 
thrombine soit unique agent capable de provoquer la coagu- 
lation du tibrinogéne. Les recherches récentes de Gratia (1) 
démontrent que cerlains microbes possédent également ce pou- 
voir; Arthus (2) a reconnu d’autre part que le venin de certains 
serpents manifeste une énergie coagulante extréme vis-a-vis de 
plasmas incoagulables spontanément et méme a I’égard de la 
solution pure de fibrinogéne. I] se peut bien au surplus que la 
tendance a la coagulation soit véritablement inhérente au fibri- 
nogéne, et qu'il puisse la manifester plus aisément lorsque 
cerlains constituants du plasma, auxquels il est normalement 
mélangé, ont été écartés; il se peut bien aussi, par contre, que 
d'autres constituants du plasma, non identiques & la throm- 
bine, mais trés disposés cux-mémes a se séparer du liquide, 
accompagnent le fibrinogéne quon précipite, se retrouvent 
avec celui-ci dans la solution aqueuse, et communiquent au 
produit obtenu une instabilité particuliére, c’est-a-dire favo- 
risent nettemen! la tendance propre du fibrinogéne au flocon- 
nement ou a la coagulation (3). On sait combien sont 
délicates les conditions d’équilibre colloidal ct que, dans 
un mélange de colloides, cvrtains constituants peuvent, 
soit favoriser, soit entraver la précipitation des autres. 
Les conditions de Ja coagulation du sang complet ou dun 
plasma normal d’une part, de la solution dite pure de fibri- 
nogéne, de V’aulre, ne sont pas identiques : les conclusions 
des expériences ou cette solution intervient doivent parfois 
n'étre acceptées qu’avec prudence. La thrombine est a coup 
stir un agent de coagulation par excellence et trés vraisembla- 
blement toujours indispensable dans les conditions habitueliles, 


(1) C. R. Soc. de Biol., 1920, 1e° semestre, p. 584 et 649. 
(2) Archives internationales de physiologie, novembre 1919. 

(3) On obtient un fibrinogéne plus stable en partant de plasma oxalate trailé 
tout d’abord par le phosphate tricalcique. Voir pour linterprétation de ce 
fail: Borner, Propriétés des solutions diles pures de fibrinogéne, C. R. Soc. 
de Biol., 1920, 1¢* semeslre, p. 576. 
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cest-a-dire lorsqu il s’agit de la coagulation de ce liquide trés 
complexe, le sang ou le plasma. Il a été reconnu qu'elle s’ad- 
sorbe sur la fibrine. Mais la fibrine n’est pourtant que du fibrino- 
gene modifié grace & un processus particulier d’insolubilisa- 
tion, lequel, d’'aprés divers auteurs, doit étre rapproché de la 
cristallisation, rien ne démontrant d’ailleurs qu’en l’absence de 
thrombine le fibrinogéne soit toujours, méme lorsqu’on I’a 
extrait du plasma, incapable de subir cette métamorphose. 

Si l’on ajoute a du plasma oxalaté une quantité de chlorure 
sodique sec voisine de la dose maximale que le liquide peut 
dissoudre (ajoutons par exemple 0 gr. 3 de NaCl par centi- 
métre cube de plasma), le fibrinogéne se précipite totalement ; 
on peut le laver ensuite 4 la solution saturée de NaCl (légére- 
ment oxalatée), puis le redissoudre dans l’eau distillée, de pré- 
férence tres légerement alcalinisée, contenant par exemple 
0,25 p. 1.000 de bicarbonate sodique; on obtient ainsi une solu- 
tion qui, méme recalcifiée, se maintient fluide au moins pen- 
dant un certain temps. Mais le liquide surnageant qu’on 
décante aprés centrifugation du plasma salé peut étre débar- 
rassé du sel par dialyse, puis recalcifié; on constate dans ces 
conditions que, sans se coaguler lui-méme (puisqu il ne contient 
plus de fibrinogéne), il peut provoquer la coagulation de la 
solution du fibrinogéne obtenue d’autre part; le mélange de ces 
deux fractions du plasma primitif, reconstituant celui-ci, res- 
titue les propriétés premiéres. Ce fait, observé lout d’abord par 
Pekelharing, fournit naturellement d’importantes possibilités 
expérimentales. 

Lorsaue du sang se coagule spontanément, le fibrinogéne 
se sépare en se convertissant en fibrine insoluble. Le sérum 
s’exsude du caillot, etce sérum contient de la thrombine; il est 
activement coagulant. Mais on doit immédiatement se 
demander si le sérum jouit d'un pouvoir coagulant également 
énergique lorsquil provient, d'une part du sang complet, 
d’autre part d'un plasma limpide bien purgé des éléments 
cellulaires.. On sait depuis longtemps que la présence des 
cellules sanguines favorise la coagulation. Par exemple, le sang 
d’oiseau extrait avec les précautions voulues coagule trés lente- 
ment; sion le centrifuge, la couche inférieure renfermant les 
cellules se prend en masse plus promptement que le liquide 
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surnageant, lequel, rapidement séparé, peut méme se main- 
tenir indéfiniment fluide. Recalcifions d’une part du sang 
oxalaté complet, d’autre part le plasma oxalaté provenant de la 
méme saignée et décanté apres centrifugation : Nolf, confir- 
mant les données de Loeb, a reconuu que, dans ces conditions, 
cest le sérum du sang complet qui contient le plus de throm- 
bine; les cellules participent donc & la genése de ce principe. 

Il est possible au surplus de préciser cette donnée. Divers 
auteurs altribuaient aux plaquettes un role capital dans la 
coagulation; ce sout surtout Lesourd et Pagniez qui, en 1909, 
ont définitivement démontré cette notion. Le plasma oxalaté 
trouble, qu'une centrifugation modérée a débarrassé des glo- 
bules rouges et blancs, mais non des plaquettes, se coagule par 
recalcification beaucoup plus vite qu'un plasma identique, sauf 
qu'une centrifugation trés énergique l’a clarifié en éliminant 
ces derniers éléments. L’addition au plasma limpide d’une sus- 
pension de plaquettes en accélére considérablement la coagu- 
lation; on constate aussi que les caillots riches en plaquettes 
sont beaucoup plus rétractiles. Comparant deux sérums, que 
fournissent respectivement un plasma riche et un plasma pau- 
vre en plaquettes, Bordet et Delange constaterent que la 
teneur en thrombine est considérablement plus élevée dans le 
premier. Les plaquettes sont si légéres, qu il est pratiquement 
impossible de les éliminer toules par centrifugation ; celle-ci 
permet néanmoins dobtenir des plasmas qui par recalcification 
ne se coagulent plus que trés lentement : si l'on pouvait 
écarter compléteient les plaquettes ou les principes qui en 
provienuent, le plasma de mammifére ainsi obtenu se com- 
porterait vraisemblablement a la fagon du plasma des oiseaux, 
dont le sang, comme on sait, ne renferme pas d éléments 
identiques aux plaquettes des mammiféres, et pour cette 
raison sans doule, ne coagule que trés lentement par ses pro- 
pres moyens. En filtrant du plasma oxalaté de lapin a travers 
une bougie poreuse, qui arréte les plaquettes ou leurs débris, 
Cramer et Pringle obtiennent un plasma quasi incoagulable par 
recalcification. Mais ce plasma recalcifié coagule par addition 
de plaquettes. Nous pouvons donc, soit en laissant les pla- 
quettes dans le plasma oxalaté, soit en les enlevant, déterminer 
par relcalcification une coagulation qui est rapide ow qui est 
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lente, et obtenir ainsi, corrélativement, un sérum riche ow 
pauvre en thrombine. 

Mais il importe de savoir que la puissance coagulante d'une 
thrombine n’est pas seulement en rapport avec son abondance, 
avec sa concentration; elle dépend aussi de son age : Schmidt 
avait déja signalé que le pouvoir coagulant d’un sérum s’affai- 
blit avec le temps; Bordet et Gengou (1) ont montré que cette 
atténuation est trés rapide : un sérum qui, éprouvé immédia- 
tement aprés la coagulation dont il résulte, coagule trés rapi- 
dement le plasma oxalaté, est déja beaucoup moins actif 
quinze ou vingt minutes plus tard. Donc, lorsqu’on est rensei- 
ené sur la puissance originelle d’une thrombine, on peut déter- 
miner si elle est de formation récente ou s’est produite depuis. 
longtemps; certaines expériences exigent que l’on dispose de 
cette donnée. 

Quand la coagulation d’un plasma s’amorce pour se pro- 
pager ensuite, ce plasma se convertit de proche en proche en 
sérum, lequel représente la véritable solution naturelle de 
thrombine, celle qui intervient dans le phénoméne normal : la 
thrombine la plus authentique, celle qui inspire & lexpérimen- 
tateur la sécurité la plus grande, c’est done le sérum lui- 
méme, et l'on redoute souvent, lorsqu’on s’efforce d’extraire 
un principe actif, de le dénaturer. I] convient néanmoins de 
tenter la purification de la thrombine. Le procédé de Schmidt 
consistait dans la précipilation du sérum par l’alcool, le pré- 
cipité étant séché ensuite et extrait par l’eau. Buchanan, 
Gamgee, Howell mettent de préférence & profit le fait que la 
thrombine se retrouve en partie dans le caillot de fibrine; ils 
Ven extraient en le traitant par une solution de NaCl suffisam- 
meat concentrée (8 p. 100). Il est spécialement intéressant de 
pouvoir isoler non la thrombine toute formée, mais les sub- 
stances méres dont elle dérive. Le phosphate tricalcique 
nabsorbe pas le fibrinogéne du plasma oxalaté, et pourtant 
enléve a celui-ci l’aptitude 4 se coaguler par recalcification : il 
s'empare d'un élément nécessaire &Vapparition de la thrombine. 
Mais, séparé par centrifugation, lavé (2) et remis en suspension 


(1) Ces Annales, 1904, 
(2) On a recours pour le lavage 4 de7la ‘solution physiologique saturée de 
phosphate tricalcique. 
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dans un volume suffisant de solution physiologique, il est 
susceptible de se redissoudre dans ce véhicule A condition 
quon y fasse barboler de V’acide carbonique (1); il remet ainsi 
en liberté ce qu'il avait absorbé, c’est-a-dire l'une des substances 
méres de la thrombine. Bordet et Delange (2) ont employé ce 
procédé pour lanalyse des facteurs qui commandent la coagu- 
lation. Nous allons voir enfin qu'un autre principe fort impor- 
tant est susceptible d’étre extrait des cellules par l'alcool : c’est 
le second générateur de la thrombine. 


Genése de la thrombine et ordre de succession 
des phénoménes. 


Telles sont les techniques principales auxquelles on doit 
(avoir purecueillir une série de données essentielles, que nous 
récapitulerons briévement. Ni le sang circulant, ni le sang 
quon maintient fluide zn vitro grace au revétement de paraffine, 
ni le sang fortement salé ou décalcifié au sortir de l’artére, ne 
contiennent de thrombine. Les agents essentiels qui président 

co) 

a apparition de la thrombine aux dépens de ses générateurs 
sont, outre une tension osmotique convenable, c’est-a-dire une 
concentration saline qui ne soit pas exagérée, Ja présence d'un 
sel calcique soluble, le contact d'un corps solide ayant de 
Vadhésion pour le liquide. Mais si la thrombine a pu se former 
grace 4 lintervention de ces agents, elle peut désormais proyo- 
quer la coagulation méme en l’absence de sel calcique, et 
méme en vase paraffiné; quant a la forte concentration saline, 
elle contrarie trés visiblement l’action de la thrombine (3). 

Par exemple, comme l’ont fait Pekelharing, Hammarsten, re- 
calcifions du plasma oxalaté; la coagulation s’opére; recueillons 
le sérum et, ayant décalcifié par addition d’un excés d’oxa- 

(1) Le phosphate semble se redissoudre mieux lorsqu’il a eté obtenu par 
addition de chlorure calcique 4 un notable excés de la solution de phosphate 
sodique contenant un peu d’ammoniaque; il va sans dire que le précipité 
doit étre tres soigneusement lavé. ; 

(2) Analyse et synthése du processus de la coagulation. Bull. de la Soc. 
royale des sciences médicales et naturelles de Bruxelles, 1914. 

(3) Comme Boroer et Gencou lont signalé, la concentration de 3 45 p, 400 
de NaCl entrave beaucoup plus formellement la production de la thrombine 
quelle n’en contrarie le pouvoir coagulant lorsque ce principe a pu se 
produire. La thrombine peut encore, fort lentement a vrai dire, provoquer 
la coagulation dans un liquide salé 43 ou 4 p. 100. 
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late sodique, versons-le dans du plasma oxalaté; le mélange 
coagule: le plasma oxalaté constitue done un réaclif com- 
mode pour déceler la présence de thrombine. Celte expérience 
démontre que les sels calciques solubles, indispensables pour 
que la thrombine se produise, ne sont plus nécessaires pour gue, 
la thrombine ayant pu se produire, elle agisse. D’autre part, a 
Vexemple de Bordet et Gengou, ramenons a sa teneur normale 
en sel, par addition d’eau distillée, du plasma chloruré sodi- 
que, et immédiatement aprés, divisons le liquide en deux parts, 
une qu'on maintient en vase paraffiné, l'autre qu’on verse dans 
un vase ordinaire. La premiére portion se maintient fluide 
trés longtemps ; la seconde se coagule, la solidification s’effec- 
tuant tout d’abord contre la paroi du verre, c’est la que la 
thrombine apparait tout d’abord (1). Or le sérum qui se produit 
ainsi coagule tres promplement le plasma maintenu en vase 
paraffiné. Comme le calcium, le contact intervient dans la pro- 
duction, mais non pas nécessairement dans laction, de la 
thrombine. 

On peut exprimer ces fails en disant que dans le sang circu- 
Jant ou les plasmas encore fluides, la thrombine n’est pas toute 
préparée, mais existe sous une forme inactive, la prothrombine, 
qui en présence de sel calcique et sous l'influence du contact 
engendre la thrombine active. 

Or, en 1903, Morawitz constata que le sérum, dont on décéle 
et méme mesure si aisément le pouvoir coagulant en le mélant 
ai un volume convenable de plasma oxalaté, devient subitement 
et considérablement plus actif si l’on y introduit un peu de suc 
de plaie ou d’émulsion d’organes broyés. Ce fait important fut 
confirmé par Fuld et Spiro. Et pourtant le suc de tissu ne 
manifeste point par lui-méme d’énergie coagulante vis-a-vis 
du plasma oxalaté. Morawitz, Fuld et Spiro, déduisirent de ce 
fait qu’a cdté de la thrombine, le sérum contient encore une 
certaine dose de prothrombine non transformée, et qu’en réalité 
la thrombine nait de l’action mutuelle de deux générateurs, 


(4) Dans le plasma salé qu’on dilue en verre nu, l’apparition de la throm- 
bine exige un temps prolongé, mais la coagulation survient vite dés que la 
thrombine s'est produite. Comme Borpet et Gencov l’ont signalé, un plasma 
salé, qui se serait coagulé quarante minutes apres dilution, reste fluide 
lorsque vingt ou méme trente minutes apres l’addition d’eau distillée on 
Yoxalate a 1 p. 1.000. 
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Pun existant dans le plasma (thrombogéne), l'autre dans les 
cellules tant des tissus que du sang \thrombokinase ou 
cytozyme). On comprend ainsi que l’addition d'un complément 
de thrombokinase, sous forme de suc de lissu, achéve la trans- 
formation de la prothrombine dont le sérum renfermait un 
exces et fasse apparailre ainsi une dose additionnelle de throm- 
bine. Normalement, la thrombokinase (cytozyme) est cantonnée 
dans les cellules, mais s’en échappe quand le sang est extrait 
ou lorsqu’on dilacére les lissus. Ainsi s’explique le fait que le 
suc de tissu ajouté au sang qu’on vient d’extraire en accé- 
lére beaucoup la coagulation. Morawitz signala que le suc de 
tissu perd beaucoup de ce pouvoir accélérateur lorsqu’on le 
chauffe vers 58°; c’est pourquoi il admit (erronément comme 
nous allons le voir) que Ja thrombokinase ou cytozyme est une 
matiére thermolabile, autre générateur, le thrombogéne fourni 
par le plasma, étant dailleurs aussi trés sensible au chauffage. 

Reste a savoir sil est légitime d’identifier ainsi, au point de 
vue des substances actives, la coagulation due 4 l’apport de 
suc d’organes a celle que le sang peut subir par ses propres 
moyens. Sans doute, les cellules des tissus contiennent-elles 
des matiéres actives que le sang ne posséde pas; on ne doit 
pas oublier en effet’ que le suc de tissu injecté dans la circula- 
tion est fortement toxique et peut tuer rapidement l’animal en 
développant des coagulations intravasculaires. Rien il est vrai 
ninterdit de penser que les tissus puissent renfermer d’autre 
part des principes existant également dans les cellules san- 
guines. Disons immédiatement que telle est bien la réalité, et 
que la notion des deux générateurs se vérifie aussi lorsqu’on 
étudie la coagulation du sang pur. Mais on doit immédiatement 
se demander dés lors si la thrombokinase décrite par Morawitz, 
sensible au chauffage et de nature protéique, est vraiment iden- 
tique 4 l'une des deux substances méres existant dans le sang, 
ou bien représente un élément spécial aux cellules des tissus, 
un facteur adjuvant mais non indispensable de la coagulation, 
et dont le role est d’accélérer celle-ci au niveau de la plaie. 

Il fallait évidemment reproduire l’expérience de Morawitz en 
faisant intervenir, au lieu de suc d'organes, des cellules san- 
cuines et nolamment des plaquettes, dont le réle dans la 
coagulation apparaissait si nettement. 
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Ayant reconnu que, contrairement au plasma oxalaté riche 
en plaquettes, le plasma oxalaté débarrassé aulant que possible 
de ces éléments fournit par recalcification un sérum pauvre en 
thrombine, Bordet et Delange (1) ajoutérent & une dilution 
d’un pareil sérum, en présence d’un léger excés de chlorure 
calcique, un peu de suspension de plaquettes bien lavées, 
laquelle, par elle-méme, ne coagule aucunement le plasma 
oxalaté; le mélange oblenu, décalcifié quelques instants apres, 
manifesta un pouvoir coagulant trés énergique vis-a-vis du 
plasma oxalaté, Les plaquettes se comportent done dans une 
telle expérience comme le suc de tissu. L’hypothése des deux 
eénérateurs se vérifiant pour la coagulation qui dépend exclu- 
sivement des matériaux sanguins, ces auteurs appelérent 
sérozyme le principe que le sérum apporte, el cytozyme celui 
que les plaquettes fournissent. Chauffé vers 58°, le sérum perd 
la propriété de donner de la thrombine par addition de pla- 
quettes, tandisque, chauffées 4 100°, les plaquetles sont encore 
aussi aptes qu’auparavant a faire naitre la thrombine lorsqu’on 
les mélange au sérum; le sérozyme est donc thermolabile, le 
cytozyme est thermostable. On reconnait que la réaction entre 
ces deux principes, d’ot résulte la thrombine, refuse de s’ac- 
complir en milieu décalcifié : les plaqueties n’accélérent pas la 
coagulation d'un mélange, privé de calcium, de sérum et de 
plasma oxalalé. 

Qu’elles soient fraiches ou aient élé chauffées, les plaquettes 
accélérent avec la méme énergie Ja coagulation du plasma 
oxalalé, bien limpide, et que l'on vient de recalcifier. D’autre 
part, Pactivilé coagulante que vis-a-vis de ce plasma le suc de 
tissu manifeste, et quiest plus puissante encore, se déprime 
tres sensiblement par le chauffage vers 58°, comme I'avait vu 
Morawilz, mais ne disparait pas complétement tant s’en faut, 
aimsi que Bordet et Delange (2) purent s’en convaincre. Or, on 
trouve que, méme chauffé 2 100°, le suc est encore parfaitement 
aple a faire apparaitre de la thrombine lorsqu’on lintroduit 
dans du sérum. Il y a done lieu de croire que le suc de tissus 
contient, comme les plaquettes, le véritable cytozyme, c’est-ad - 


(1) Ces Annales, 1912. 


(2) La question du rdle des lipoides dans la coagulation du sang. Berlin. 
klin. Woch., 1914. 
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dire le générateur thermostable de la thrombine, mais ren- 
ferme en outre une substance favorisante spéciale, beaucoup 
plus sensible au chautlage, de nature sans doute proléique et 
qui, n’étant pas décelable dans les plaquettes, semble bien 
étrangére au sang. Aucun motif n’invite jusqu’ici a la consi- 
dérer comme une substance mére de la thrombine, c’est-a-dire 
comme entrant dans la constitution méme de ce principe actif. 
En résumé, aux facteurs de coagulation que le sang posséde 
déja par lui-méme, la Nature en ajoute un autre: les tissus, 
grace 4 une matiére spéciale, accélérent la prise en bloc du 
sang qui vient 4 leur contact. Mais les tissus contiennent aussi, 
comme le sang, du cytozyme proprement dit. Cette notion se 
précisa lorsque Bordet et Delange déterminérent la nature chi- 
mique du cytozyme (1). 

Wooldridge avait observé que l’addition de lécithine peut 
provoquer la coagulation du plasma peptoné. Schmidt et ses 
éléves avaient reconnu que des substances extractibles des 
lissus par l’alcool et présentant les caractéres de solubilité des 
lipoides favorisent la coagulation des plasmas et méme qu’elles 
augmentent le pouvoir coagulant du sérum. Mais comment 
agissent ces matitres? Favorisent-elles, comme le pensait 
Schmidt, Ja production de Ja thrombine sans entrer dans la 
constitution méme de celle-ci? Ou bien lun des générateurs 
est-il vraiment un lipoide? Ou bien les lipoides se bornent-ils a 
faciliter action sur le fibrinogéne d’une thrombine préformée? 
On ne pouvait choisir entre ces hypothéses qu’a la faveur d’une 
expérimentation systématique. 

L’extrait obtenu par addition, & une émulsion épaisse de pla- 
quettes, de vingt volumes d’alcool, laisse en s’évaporant un 
faible résidu contenant une substance ayant les caractéres de 
solubilité des lécithines, c’est-a-dire soluble dans lalcool, 
l’éther, le chloroforme, l’essence de pétrole, le toluol, trés peu 
‘ soluble dans l’acétone. Or Berdet et Delange constalérent que 
cette substance, émulsionnée méme en quantité tres faible dans 
Veau, se comporte exactement comme les plaquettes : mélan- 
géea du sérum en milieu calcifié, elle produit une thrombine 
trés puissante, c’est-’-dire confére au liquide, que l’on décal- 


(1) Bull. de la Soc. royale des sciences médicales et naturelles de Bruxelles, 
octobre 1912 et ces Annales, mai 1913. 
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cifie ensuite, le pouvoir de coaguler trés promptement le plasma 
oxalaté. 

Mais elle n’accélére aucunement en milieu décalcifié la 
coagulation du plasma oxalaté par le sérum; elle n’agit done 
pas en intensifiant l’action d’une thrombine préformée. Comme 
les plaquettes, elle hate considérablement la coagulation du 
plasma oxalaté limpide que l’on vient de recalcifier. Elle coa- 
eule le plasma oxalaté recalcifié apres fillration sur bougie. 
L’extrait alcoolique de tissu, de muscle par exemple, posséde 
des propriétés identiques (1). Le lipoide qu’on se procure ainsi 
tres aisément agil comme cytozyme & dose pour ainsi dire infi- 
nitésimale. La thrombine peut se produire méme lorsque fe 
sérum et le cytozyme proviennent d’espéces trés éloignées, 
lorsqu’il s’agit par exemple de sérum de lapin et de cytozyme 
extrait des muscles de poisson. 

Les plaquettes, riches en cytozyme lipoidique, ne libérent, 
lorsqu’on les laisse macérer dans la solution physiologique ou 
dans leau distillée, pas trace de thrombine, qu’elles produi- 
raient 4 coup siir si elles possédaient & la fois les deux généra- 
teurs de ce principe. On en déduit que l’aulre générateur, le 
sérozyme thermolabile, provient non des cellules sanguines, 
mais du plasma. On peut d’ailleurs len extraire. Du plasma 
oxalaté limpide, addiiionné d’un peu de suspension de phos- 
phate tricalcique, qu’on élimine ensuite par centrifugation, ne 
coagule plus spontanément par recalcification. [1 ne coagule 
pas davantage par addition ni de plaquettes, ni de suc de tissu, 
ni de cylozyme extrait a !’état de lipoide, tandis qu’il se solidi- 
fie promptement par addition de thrombine toute formée. Mais 
si, repienant par la solution physiologique, le sédiment de 
phosphate retiré du plasma, on le dissout par le gaz carbonique, 
le liquide obtenu, additionné de cytozyme, agit énergiquement 
comme thrombine (Bordet et Delange). Si l’on part de plasma 
oxalaté qu'une centrifugation énergique a débarrassé de la 
presque totalité des plaquettes, c’est-a-dire de presque tout le 
cytozyme, le traitement par le phosphate enlevant ensuite le 
sérozyme, on réalise une véritable dissection des facteurs déter- 


(1) Lantigéne syphilitique préparé selon la recette de Borprr et Rueteys 
’ . « , NOs 
C. R. Soc. de Biol., ler semestre 1919, p. 880, quine contient pas les matiéres 
solubles dans l’acétone, fonctionne comme un excellent cytozyme. 
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minants de la coegulalion, sans toutefois altérer gravement la 
composition du plasma au point de vue de ses autres consti- 
tuants; le plasma « phosphaté » obtenu représente du fibrino- 
gene se trouvant dans des conditions aussi physiologiques qu'il 
est possible, c’est-a-dire dans une ambiance éminemment sem- 
blable & celle qu'il rencontre dans le plasma naturel. Le plasma 
phosphaté est pour cette raison un excellent réactif de la throm- 
bine. On démontre d’ailleurs aisément que, lorsqu’il se coagule 
sous Vinfluence de celle-ci, il reste entigrement passif, c’est- 
d-dire qu’aucune néoformation de thrombhine ne s’y effectue (1). 

Le terme de « générateur de la thrombine », appliqué au séro- 
zyme (2) et au cytozyme, implique que ces deux substances 
réagissent l'une sur l’autre. C’est ce qu’on démontre aisément 
en mettant a profit le fait que la thrombine vieillit vite. Prenons 
du plasma décanté aprés centrifugation modérée de sang oxa- 
laté : ce plasma est trés riche en plaquettes; centrifugeons trés 
énergiquement une portion de ce liquide, et décantons. Nous 
disposons de deux plasmas, l’un riche, l'autre trés pauvre en 
plaquettes. Recalcifiés, le premier coagule promptement, le 
second beaucoup plus lentement. Nous obtenons deux sérums, 
le premier contenant plus de thrombine que le second, c’est-a- 


(1) Borpet, Coagulation du fibrinogéne sans néoformation de thrombine, 
C. R. Soc. de Biol., 1920, 1¢* semestre, p. 299. 

(2) L’étude intime du sérozyme est encore trés incomplete. Nous avons 
signalé qu'il est tres sensible au chauffage; il est destructible aussi par des 
traces d’acide, il résiste mieux aux alcalis (Hmscurecp et Krincer, Bioch. 
Zeitsch., 1913). Mais lorsque la thrombine s'est constituée, elle résiste mieux 
que le sérozyme originel aux acides faibles. La trypsine détruit le sérozyme 
(HgrzreLto et Krincer, 1916). 

On sait depuis longtemps (Borper et Grnoou, Ces Annales, 1901), que le serum 
d’un animal d’espéce A immunisé contre le sérum d’espéce B, neutralise le 
pouvoir coagulant de ce sérum B. Il y a lieu d’admettre que l’élément de la 
thrombine qui est alteintdans ces conditions est, non le cytozyme lipoidique, 
mais le sérozyme de nature yraisemblablement albuminoide. Bordet et 
Delange ont constaté, en effet, que si l’on injecte A un cobaye du phosphate 
tricalcique qui a absorbé du sérozyme de lapin et qu’on a redissous ensuite par 
C.O?, ce cobaye fournit un sérum qui, chauffé vers 58° et ajoulé méme a faible 
dose a du sérum de lapin, empéche celui-ci de réagir avec le cytlozyme lipoidique 
pour produire de la thrombine. A vrai dire, 4 dose plus forte, le sérum du 
cobaye neuf manifeste déja ce pouvoir: il s’agit, semble-t-il, d’anticorps 
normaux. On comprend ainsi que, dans certains cas tout au moins, la 
thrombine d'une espéce donnée ne coagule que difficilement un plasma 
despéce différente, ce plasma pouyvant contenir des principes altérant cette 
thrombine. Par exemple, le sérum de Jlapin, additionné de cytozyme, ne 
coagule que trés péniblement le plasma oxalaté de bceuf, lequel est facile- 
ment coagulable par le mélange de cytozyme et de sérum de boeuf ; 
contre, ce mélange coagule bien le plasma oxalaté de lapin 
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dire déterminant plus activement en milieu décalcifié la coagu- 
lation du plasma. Conservons les sérums jusqu’au lendemain, 
ce qui a pour effet de déprimer considérablement le pouvoir 
coagulant ; ajoutons alors aux deux sérums un peu de cytozyme 
lipoidique, puis, peu aprés, introduisons du plasma oxalaté de 
facon A ce que les mélanges contiennent un excés d’oxalate : on 
trouve cette fois que le sérum issu du plasma pauyre en pla- 
quettes possede le pouvoir coagulant de beaucoup le plus fort, 
et c’est compréhensible. Le plasma pauvre en plaquettes con- 
tenait peu de cytozyme, donc un exces de sérozyme, lequel aprés 
coagulation doit se retrouver intégralement dans le sérum. Il 
en résulte que celui-ci doit posséder & un haut degré l'aptitude 
aréagir ensuite avec de nouveau cytozyme (lipoide) pour don- 
ner de nouvelle thrombine. Au contraire, dans le plasma qui 
avait conservé ses plaqueltes, le sérozyme a pu se consommer 
précisément parce que, lors de la recalcification, il a pu réagir 
avec une quantité de cytozyme trés notable, donnant ainsi de la 
thrombine en abondance, laquelle, le lendemain, a perdu beau- 
coup de son activité. 

Cette expérience a permis 4 Bordet et Delange non seule- 
ment d’accepter la nolion que le cytozyme consomme le séro- 
zyme en s’unissant a lui pour donner la thrombine, mais aussi 
de rechercher si, dans cette réaction génératrice de la throm- 
bine, les divers éléments présumés agir en vertu de leur cyto- 
zyme, plaquettes fraiches ou qui ont été chauffées, suc de tissu, 
extraits alcooliques d’organes, s’équivalent véritablement. Dis- 
posant de sérum issu de la coagulation par recalcification de 
plasma oxalaté trés limpide, on le répartit en plusieurs parts, 
Pune d’elles étant gardée telle quelle, les autres étant addition- 
nées, soit de l'un, soit de l'autre des éléments cités. Le lende- 
main chacun des liquides est lui-méme divisé en plusieurs por- 
tions qui recoivent soit l'un soit l'autre des éléments dont il 
s'agit; on constate ainsi que, seul, le sérum conservé pur a 
gardé intégralement la qualité sérozymique, c’est-a-dire Vapti- 
tude & engendrer de la thrombine par addition de cylozyme, 
quel que soit d’ailleurs le matériel contenant celui-ci. Des expé- 
riences complémentaires (1) établissent méme que le sérozyme 


(4) Borner, Mode d'union du sérozyme et du cytozyme. C. R. Soc. de Biol., 
mai 1919, p. 921. 
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et le cytozyme semblent s'unir non pas selon des équivalents 
strictement définis, mais plutét suivant des proportions varia- 
bles; lorsqu’on tente de préparer des mélanges exactement 
neutres, on trouve que ceux-ci fonctionnent ultérieurement dans 
une certaine mesure, tant comme sérozyme que comme cyto- 
zyme ; chacun des principes ne parait complétement saturé que 
si autre principe a été ajouté en exces bien notable. On le sait, 
ces relations sont comparables a celles que les études sur l’Im- 
munité ont mises en évidence & propos du mode d’union des 
toxines et des antitoxines. | 

Un fait remarquable est révélé par la détermination des 
temps qu’exige l’apparition de la thrombine lorsqu’on mélange 
du cytozyme lipoidique ou des plaquettes, d’une part & du sérum 
issu de la coagulation du plasma oxalaté limpide recalcifié, 
(autre part & du plasma oxalalé identique mais que l’on vient 
de recalcifier et qui en conséquence ne s’est pasencore coagulé. 
Dans le mélange cytozyme-sérum, la thrombine est engendrée 
au bout d’un temps mesurable, mais cependant trés court. Dans 
le mélange cytozyme-plasma, le délai est beaucoup plus long; 
en d'autres termes, le sérozyme du sérum réagit tres vite avec 
le cvtozyme, le sérozyme du plasma réagit plus lentement. Il 
faut admeltre en conséquence que le plasma doit tout d’abord 
subir une certaine modification pour se montrer apte a réagir 
avec le cytozyme, et l’on exprime cette nolion en disant que 
dans le plasma le sérozyme se trouve a |’état de prosérozyme. 

Le plasma phosphaté calcifié, étant un excellent indicateur 
de la thrombine, se préte particuliérement a de telles expé- 
riences : dans deux tubes contenant un volume assez fort de 
plasma phosphaté, on peut introduire du cylozyme et, d'une 
part, un peu de sérum issu de la coagulation de plasma oxalaté 
limpide recalcifié, d’autre part méme quanlité de ce plasma 
oxalaté que Von vient de recalcifier; on observe que la coagu- 
lation apparait beaucoup plus promptement dans le premier 
tube que dans le second (1). 

En conséquence, la premiére phase de la coagulation du sang 
se signale par une modification qui est telle, que le pouvoirde 


(1) Un troisitme tube contient du plasma phosphaté et du sérum sans 
cytozyme; la coagulation y est extrémement lente, le sérum provenant de 
plasma oxalaté tres limpide étant pauvre en thrombine. 
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réagir tres promptement avec le cytozyme, c’est-a-dire la fonc- 
tion sérozymique, apparait. Le sang circulant renferme le pro- 
sérozyme, il n’est pas aple & réagir avec le cytozyme; ains) 
s’explique pourquoi, comme Bordet et Delange, Gratia l’ont 
reconnu, les injections intraveineuses, méme a forte dose, de 
cytozyme épuré sous forme de lipoide, ne sont pas dangereuses, 
bien qu’accroissant dans une mesure trés uotable Ja coagula- 
bilité du sang que lon extrail (1). 

Le mécanisme de l’apparition de sérozyme peul-il étre plus 
attentivement étudié? On emploie avec avantage a ce propos (2) 
du plasma oxalaté dont le fibrinogene a été éliminé sous l’in- 
“fluence précipitante du chlorure sodique ajouté, & l'état sec, & 
dose de 0 gr. 3 pour 1 cent. cube. Aprés dissolution compléte 
du sel et centrifugation soigneuse, le liquide surnageant est 
dialysé en présence d'un grand volume de solution physiolo- 
gique contenant un peu d’oxalate. Recalcifié ensuite, ce liquide 
ne fournit pas le moindre flocon de fibrine, méme si on l’addi- 
tionne de cylozyme, mais, dans ces conditions, bientét une 
thrombine trés active apparait : si l’on ajoute alors une quan- 
tité convenable de plasma phosphaté, le mélange se prend en 
bloc en quelques instants. En l’absence de cytozyme, le pouvoir 
coagulant qui se développe est trés faible (3), il va sans dire 
qu'il reste nul si on ne recalcifie pas. 

Ce plasma sans fibrinogéne (que pour abréger nous appelle- 
rons dialysat) peut étre utilisé pour la détermination des temps 
qu exige aprés recalcification l’apparition du sérozyme, c’est-a- 
dire de laplitude a réagir trés promptement avec le cytozyme 
pour donner la thrombine. En effet le fibrinogéne (plasma phos- 
phaté), que l’on peut ajouter & des moments différents, révéle, 
en se coagulant presque instantanément, le fait qu’une throm- 
bine active vient de se produire. 

Au surplus, le eytozyme peut étre introduit soit immédiate- 
ment aprés recalcification du dialysat, soit quelque temps 
apres. On constate ainsi que dans le dialysat simplement recal- 


(1) Comme Bordet et Delange le font remarquer (C. R. Soc. de Biol., 
juillet 1913) le fait que le sang se coagule plus rapidement in vitro apres 
injection intraveineuse de cytozyme est probablement susceplible d’applica- 
tions thérapeutiques. 

(2) Borner. C. R. Soc. de Biol., 1919, 82, p. 1139. 

(3) On a utilisé, en effet, un plasma oxalaté bien débarrassé des plaquettes. 
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cifié apparition du sérozyme réclame un temps vraiment pro- 
longé : sia du liquide dialysé on ajoute, immédiatement apres 
la recalcification, du cytozyme et du plasma phosphaté, la coa- 
gulation ne survient qu’aprés un notable délai. Au contraire 
si le cytozyme et le plasma sont versés dans un dialysat recal- 
cifié assez longtemps auparavant, une ou deux heures par 
exemple, la coagulation est trés rapide. On reconnait en outre 
que dans le dialysat recalcifié apparition du sérozyme est plus 
prompte si le liquide est maintenu au contact du verre que s'il 
est conservé en vase paraffiné. Chose remarquable, la présence 
de cytozyme agit dans le méme sens : le délai total nécessaire 
a la production de la thrombine est trés notablement plus court 
si le cytozyme est introduit immédiatement apres recalcifica- 
tion du dialysat. Par contre la présence de fibrinogéne ne hate 
aucunement l’apparition du sérozyme ni conséquemment celle 
de la thrombine. 

Il résulte de ces constatations, d’abord que le fibrinogéne, 
élément passif dela coagulation, ne participe en rien ala genése 
de l’élément actif, la thrombine, ensuite que le premier acte 
de la coagulation consiste dans la production ou la Jibération 
du principe (sérozyme) capable en s’unissant au cytozyme de 
donner naissance a la thrombine, cette production ou cette libé- 
ration élant grandement favorisée par le contact du verre, ou 
bien encore par l'influence du cytozyme lui-méme. L’énoncé de 
ces données n'est que la traduction des résultats expérimen- 
taux, mais linterprétation ne saurait étre formulée avec toute 
la sécurité désirable. Ce que nous appelons prosérozyme nest-il 
que du sérozyme masqué par une matiére antagoniste, par un 
colloide protecteur qui lisole en quelque sorte et prévient de 
cette facon ou tout au moins retarde la réaction avec le cyto- 
zyme, le contact agissunt en mettant hors de cause, par adsorp- 
tion peut-étre, cette substance antagoniste, le cytozyme de son 
coté disputant & celle-ci le sérozyme, c’est-a-dire tendant en 
vertu de son aflinité & le lui arracher? Ou bien le prosérozyme 
est-il vraiment une entité distincte, une substance mére dont la 
conversion en sérozyme proprement dit est de quelque fagon 
favorisée tant par le contact d’un solide que par la présence de 
cytozyme? 

Quoi qu’il en soit de l’explication vraiment intime des phé- 
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noménes, il convient de signaler que |’on arrive exactement aux 
mémes résultats si l'on emploie pour les expériences de ce 
genre du plasma dont le fibrinogéne a été éliminé par un agent 
autre que le chlorure sodique. C’est ce que Gralia (1) a pu réa- 
liser fort ingénieusement. Cet auteur a constaté qu’en se déve- 
loppant dans du plasma oxalalé, le staphylocoque (2) provoque 
la coagulation du fibrinogéne sans faire aucunement interve- 
nir les générateurs de la thrombine, et sans?altérer ces prin- 
cipes : on obtient donc ainsi du plasma défibrinogénisé, mais 
qui, & cela prés, est encore du plasma. Instituant de son cdété 
avec un tel liquide des expériences analogues 4 celles que nous 
venons de rappeler, Gralia a été amené a formuler des conclu- 
sions identiques; les résultats concordent parfaitement bien 
que les techniques différent. 

Nous venons de le dire, le role du fibrinogéne n’est que pas- 
sif, la transformation en fibrine ne comporlant aucun renforce- 
ment de la cause méme qui commande ce phénoméene. Il parait 
bien acquis que la thrombine se fixe, soit partiellement lors- 
qu'elle s’est produite en abondance, soit & peu prés totalement 
lorsqu’elle agit & dose minime, sur le fibrinogéne dont elle pro- 
voque la prise en caillot ; en effet, la quantité de fibrinogéne 
qu’une dose déterminée de thrombine peut transformer en 
fibrine n’est pas illimitée; les plasmas décalcifiés ou les solu- 
tions pures de fibrinogéne sont des réactifs, non seulement 
qualitatifs, mais aussi quantitatifs (Arthus), de la thrombine. 
Rettger a montré (1909) que la quantité de fibrine formée sous 
influence de la thrombine est en rapport étroit avec la quan- 
tité de ce principe que l’on a mise en euyre. Nolf s’est pro- 
noncé trés é6nergiquement contre la théorie enzymatique de 
Schmidt, d’aprés laquelle la thrombine serait un ferment qui 
ne se consommerait pas en agissant. La tendance trés vive & 
ladhésion dont elle fait preuve méme en milieu décalcifié en, 
happant le fibrinogéne, la thrombine peut selon toute appa- 
rence la manifester aussi, au moins en milieu caleifié, vis-a-vis 
de ses propres générateurs. Dans ces conditions elle peut, si elle 
nen a pas été saturée, s’annexer une dose supplémentaire de 


(1) C. R. Soc. de Biol., 1919, 82, p. 1247. 
(2) Gest Loeb en 1903 qui a reconnu le premier le pouvoir du staphylo- 
coque de coaguler le plasma. 
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cytozyme, mais, chose remarquable, il semble bien qu'elle soit 
capable aussi de s’emparer trés promptement du sérozyme 
méme lorsque ce principe appartient & du plasma, c’est-a-dire 
nexiste encore yu’a l'état de prosérozyme inactif. I] en résulte 
que celui-ci est activé, l’addition de thrombine & du plasma cal- 
cifié ayant de cette fagon pour effet,non seulement d insolubiliser 
le fibrinogéne, mais aussi de haler considérablement l’appari- 
tion de thrombine nouvelle, aux dépens des matériaux propres 
a ce plasma (1). 


(1) La coagulation de plasma salé que l'on vient d’allonger de la quanltité 
voulue d’eau distillée est considérablement accélérée, si l'on ajoute au 
liquide un peu de sérum, celui-ci provoquant une néoformation de throm- 
bine, laquelle vient s’additionner 4 celle que déja le sérum possédait. En 
effet, comme Bordet et Gengou l’ont signalé il y a longtemps, sous I'influence 
du sérum le plasma libére tres promptement la totalité de la thrombine 
qu'il est susceptible de produire, mais que, sans l'aide du sérum, c’est- 
a-dire par ses propres moyens, il nett engendré, en se coagulant sponta- 
nément, qu’au bout d'un temps beaucoup plus long. On peut expliquer le 
fait en admeftant simplement que le sérum contient un excés de sérozyme, 
lequel s’unit trés vite au cytozyme présent dans le plasma. Mais d’autres 
expériences semblent bien démontrer que la thrombine est également 
capable de dégager le sérozyme d’un plasma contenant du prosérozyme et 
de se lincorporer, ce qui augmente le pouvoir coagulant. Rappelons briéve- 
ment, & ce propos, quelques constatations. Si lon veut provoquer une 
coagulation en milieu décalcifié, en mélangeant, par exemple, volumes 
égaux de sérum et de plasma oxalaté, il est clair que l’on peut ou bien 
oxalater dabord 4 1 pour 1.000 le sérum (lequel est par définition légéere- 
ment calcifié) et le verser ensuite dans yolume égal de plasma oxalaté a 
1 p. 1.000, ou bien introduire le sérum non oxalaté dans un volume égal de 
plasma oxalaté 4 2 p. 1.000, la teneur en oxalate devenant naturellement la 
méme dans les deux mélanges oblenus. Ceux-ci se comportent a peu prés de la 
méme facon, c’est-d-dire coagulent trés vite, si la thrombine est trés fraiche, 
par conséquent trés active. Mais si elle date de quelques heures, c’est-a-dire 
s’est déja trés notablement affaiblie, on observe (Bordet et Gengou) que le 
mélange dont les deux constituanlts ont été oxalalés avant détre réunis se 
coagule beaucoup plus lentement que le mélange de sérum non oxalaté et 
de plasma oxalaté 4 2 p. 1.000. Il est logique de présumer, concernant ce 
second mélange, que pendant le court espace de temps nécessaire a la 
précipitation du calcium, a Vinstant donc ot le mélange n’est pas encore 
décalcifié, la thrombine du sérum engage avec les générateurs de throm- 
bine existant dans le plasma une réaction ayant pour effet de rendre le 
pouvoir coagulant plus intense. C’est vraisemblablement sur le prosérozyme 
que la thrombine agit. En effet, j’ai constaté récemment que ce phénomene 
ne se produit pas si au sérum non oxalaté l'on ajoute du plasma oxalaté a 
2 p. 1.000 qui a été préalablement traité par le phosphate tricalcique et 
débarrassé ainsi des matériaux nécessaires a la production du sérozyme. 
On reconnait que dans ces conditions la coagulation sous l’action d'une 
thrombine vyieillie est toujours lente; elle s’effectue au bout de temps égaux 
dans ces divers mélanges : celui de sérum non oxalaté el de plasma (traité 
par le phosphate tricalcique) oxalaté A 2 p. 1.000, celui de sérum oxalaté a 
1 p. 1.000 et de plasma (traité ou non par le phosphate tricalcique) oxalaté 
a 1 p. 1.000, tandis qu'elle est tres notablement plus rapide dans le mélange 
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Nous aurons plus loin l'occasion de rappeler que, selon toute 
vraisemblance, la thrombine est capable également de s’unir a 
V'antithrombine. Il résulte des constatalions de Nolf que si sous 
certaines influences de la thrombine se produit dans Je plasma 
peptoné, celui-ci perd de ce fait son pouvoir antithrombique : 
ajouté & du sang complet il n’entrave plus la coagulation. 
Daprés Haycraft, Pekelharing, Morawitz, l’hirudine neutralise 
la thrombine, mais entrave aussi sa production. 

Quoi qwil en soit, les données que nous possédons concer- 
nant les propriétés de la thrombine sont encore bien incom- 
plétes, mais c’est plutdt le probleme de sa genése qui nous a 
préoccupé dans le présent article. Ce qu'il importe en effet de 
déterminer avant tout, c’est Pordre de succession des phéno- 
ménes divers dont ensemble constitue le processus total de la 
coagulation, et c’est aussi de définir & quel moment, et de quelle 
facon, tel facteur indispensable ou adjuvant intervient. Rien 
n’empéche d’ailleurs qu'un méme facteur n’agisse de,plusieurs 
facons différentes, et & des moments différents. 

C'est le cas par exemple du contact. Dés que le sang épanché 
rencontre une parol, des relations de contact s’élablissent entre 
celle-ci et les cellules, particulierement les plaquettes, dont la 
tendance a l’accolement est prononcée. Il est fort probable que 
ladhésion des plaqueltes aux corps étrangers détermine la libé- 
ration du cytozyme. Gratia (1) a montré que le sang oxalaté ou 
le plasma oxalaté contenant encore des plaquetles se coagule 
plus promptement par recalcification lorsqu’il a séjourné en 


de sérum non oxalaté et de plasma, oxalaté a2 p. 1.000, mais qui n’a pas 
subi le contact du phosphate tricalcique. 

Ul est hautement probable que Ja thrombine peut s’adsorber encore sur 
divers colloides protéiques et que ce phénoméne explique l’affaiblissement 
rapide de la thrombine dans le sérum. On sail grace aux recherches de 
Morawitz qu'une thrombine atténuée par la conservation récupére son éner- 
gie premiére lorsqu’on l’addilionne dune quantité convenable, d’ailleurs 
modérée, de soude caustique ou de carbonate sodique, l’alcali étant ensuite 
exactement neutralisé par un acide. Or, Herzfeld et Klinger (1917) admet- 
tent que laffaiblissement de la thrombine dans le sérum est dt a ce que 
celle-ci s'accole a des matiéres colloidales, le complexe formé se condensant 
progressivement de telle facon que bient6ot la thrembine ne se trouve plus 
a un état suffisamment dispersé pour réagir efficacement sur le fibrinogene 
et provoquer sa coagulation. Mais il suffit de remettre la thrombine en 
liberté, par dissociation du complexe, pour lui faire reprendre ses proprictés 
premiéres. Tel serait le mode d’action de Valeali. Cette interprétation nous 
semble trés plausible. 

(1) Journ. de physiologre et de pathologie générale, 1911-1918, CUE, a TR 
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verre nu que s'il a été maintenu en vase paraffiné; en outre le 
contact confére & ce liquide l’aptitude & se coaguler apres fil- 
tration, celle-ci retenant les cellules, mais n’arrétant pas le 
cytozyme libéré. 

La tendance & Padhésion que certains éléments figurés mani- 
festent si visiblement ne doit pas faire naitre Vimpression que 
le contact agit simplement par lintermédiaire de la vitalité 
des cellules, en irrilant celles-ci et déterminant par conséquent 
une réaction. Nous l’avons rappelé, les expériences de Bordet 
et Gengou sur le plasma que l’on dilue d’eau distillée, celles 
de Bordet et celles de Gratia sur le plasma privé de son fibrino- 
géne par l’action du sel marin saturé ou du staphylocoque, 
démontrent que le contact exerce une influence décisive dans 
des conditions qui excluent l’ingérence de la vilalité cellulaire, 
ou méme lorsqu’aucun élément figuré n’est présent. Le con- 
tact agit sur le plasma, il intervient dans la transformation du 
prosérozyme ensérozyme, celte modification préalable a l’appa- 
rition de la thrombine étant d’autre part favorisée par la pré- 
sence de cytozyme, lequel, sil s'agit de sang complet, a été 
précisément concentré au niveau de la paroi grace a l’accole- 
ment des plaquettes. On le voit, le contact exerce simultané- 
ment plusieurs influences, toutes éminemment susceptibles de 
contribuer a la coagulation. D’aprés Gratia, il agit méme plus 
tard encore, au moment ot: la thrombine s’étant produite, le 
fibrinogéne est sur le point de sinsolubiliser sous forme de 
fibrine ; le contact favorisant son passage a l'état solide comme 
il facilite la cristallisation de diverses substances ; l’observation 
attentive a montré en effet a cet auteur que la coagulation pas- 
sive due & l’addition de thrombine en milieu décalcifié débute 
eénéralement le long de la paroi ou bien sur les poussiéres en 
suspension. Cette opinion est en harmonie avec les observations 
de Bordet et Gengou concernant les propriétés agglomérantes 
que divers précipités manifestent & l’égard du fibrinogéne en 
voie de coagulation. Avant de se condenser en flocons fibrineux 
visibles, le fibrinogéne s’instabilise en quelque sorte et s’accole 
violemment a des particules minérales, telles que du sulfate de 
baryte, lequel dans ces conditions se condense immédiatement 
en volumineux paquels, tandis que rien de semblable n’appa- 
rait si le fibrinogéne se trouve encore a son état normal de col- 

39 
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loide bien équilibré; en somme l’agglutination muluelle vio- 
lente des particules minérales et du fibrinogéne en vole d’inso- 
lubilisation n'est que la coagulation anticipée de celui-ci sur un 
support, et lon congoit qu’une paroi agisse comme une parti- 
cule. 

Le role si décisif et si spécifique du calcium est encore trés 
obscur dans son intimité, et lon ne saurait trancher la ques- 
tion de savoir s'il agit par sa présence ou intervient comme élé- 
ment chimique en entrant dans une combinaison. Il est néces- 
saire & l’union du sérozyme et du cytozyme, comme a l’appari- 
tion du sérozyme lui-méme. En l’absence de calcium soluble, 
le contact semble incapable de produire cet effet si important 
qui est de concourir & Ja production du sérozyme (1). Quant a 
Ja thrombine, nous savons qu'elle provoque la coagulation en 
milieu décalcifié; il est probable néanmoins que les agents 
décalcifiants affaiblissent, dans une mesure appréciable, son 
action sur le fibrinogéne : signalons 4 ce propos que les solu- 
tions dites pures de fibrinogéne sont nettement stabilisées par 
une trace d’oxalate neutre de soude comme elles le sont par les 
alcalins. 

Le suc de tissus doit une partie de son pouvoir coagulant au 
cytozyme lipoidique quil contient, mais intervient aussi, nous 
avons rappelé, grace & un constituant plus altérable, sensible 
notamment 4 la chaleur, dont le mode d'action est encore peu 
connu. L’hypothése la plus vraisemblable est que ce principe 
est doué de tendances a l’adhésion trés prononcées qui Lui per- 
mettent de servir de trait d’union entre les divers éléments qui 
parlicipent a la coagulation; on constale notamment que la 
thrombine née dans un liquide contenant du suc de tissus frais 
disparait, par adsorption sans doute, avec une promptitude 
remarquable. D’autre part, le suc entre en réaction avec les cel- 
lules ; il agglutine énergiquement les plaquettes, méme en 
milieu déealcifié (Aynaud); le chauffage ou le traitement par 
des précipités minéraux absorbants lui enléve ce pouvoir. Selon 


(14) Cependant, dilué de quelques volumes de solution physiologique 
plusieurs heures avant d’étre recalcifié, le plasma oxalaté se coagule sensi- 
blement plus vite que si on le dilue immédiatement ayant de le recalcifier 
Il semble done que linfluence prolongée de la dilution facilite, dans une 
certaine mesure, l’apparition du sérozyme, méme en l’absence du sel 


calcique. 
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toute probabilité, c’est & ce principe coagulant précipitable 
par lacide acétique (Wooldridge) que le suc de tissu doit sa 
toxicité, laquelle s'atténue beaucoup par chauflage a 65° ou par 
contact du kaolin ou du noir animal (Czubalski 1914). L’hiru- 
dine, élant susceptible de prévenir la coagulation, prolége les 
animaux contre les effets de Vinjection d’extrait (Gley, Dold et 


Ogata). 


Influences favorisantes et facteurs antagonistes. 


Impulsion et résistance sont choses corrélatives, tout facteur 
tendant a imprimer une modification ou & déterminer un chan- 
gement d'état doit nécessairement surmonter des obstacles ; 
sil faut élucider comment le sang se coagule, il faut com- 
prendre aussi pourquoi, dans les circonstances normales, il se 
maintient a l'état fluide. Le plasma circulant contient des sels 
calciques solubles, mais on doit bien admettre que la paroi 
vasculaire ou les cellules sanguines ne produisent pas sur lui 
des effets de contact identiques 4a ceux que délerminent les 
corps étrangers tels que le verre; il semble qu’au point de vue 
contact, ces éléments figurés se comportent, al’égard du plasma, 
comme le plasma lui-méme. C’est Ja raison majeure pour 
Jaquelle le sang, dans les vaisseaux, reste liquide. Nous savons 
(autre part que ce principe essentiel, le cytozyme, est norma- 
lement canlonné, au moins en trés grande partie, dans les pla- 
quettes. Ce sont la de précieuses garanties, mais on peut pré- 
sumer que sans doute elles ne suffiraient pas a elles seules a 
préserver le sang contre toute éventualité ; des détérioralions 
des éléments figurés peuvent survenir; une certaine diffusion 
des principes cellulaires dans le liquide ambiant est @ prior? 
inévitable; on doit prévoir en conséquence que le sang, pour 
rester indéfiniment fluide zn vivo, doit posséder en soi quelque 
facteur antagoniste de la coagulation, capable d’assurer |’équi- 
libre; nous avons déja fait allusion 4 la réaction alcaline, favo- 
rable & la dissolution du fibrinogéne, au role probable des col- 


Joides protecteurs, et l’on sait que certaines influences pertur- 
‘batrices, telles injection de peptone, de thrombine, de suc de 


tissu frais, d’anaphylatoxine, provoquent un processus réaction- 
nel caractérisé par la diminution de coagulabilité du sang ou 
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méme par l’apparition dans ce liquide d’un pouvoir anticoa- 
gulant manifeste (anlithrombine). 

De ce qu'un plasma doué de sa composition parfaitement 
normale (tel le plasma non décalcifié d’oiseau obtenu selon la 
technique de Delezenne) refuse de se coaguler 7m vitro, on ne 
doit done pas inférer que ce plasma ne contient absolument 
aucune trace de tel principe nécessaire & la coagulation : c’est 
un point sur lequel Nolf a justement insisté. On doit cependant 
affirmer qu'il ne contient pas ce principe en quantité suffisante ; 
le plasma fluide d’oiseau se coagule lorsqu’on y introduit du 
cytozyme lipoidique extrait des cellules (1). Nous savons au 
surplus que le cytozyme est susceptible non seulement de don- 
ner de la thrombine en s’unissant au sérozyme, mais aussi de 
favoriser l'apparition de celui-ci. Mais, comme Nolf l’a montré, 
le plasma d’oiseau se coagule souvent aussi lorsqu’on se borne 
a Vallonger d’eau distillée. Or nous nignorons pas qu’une 
forte concentration saline s’oppose aux réaclions qui condui- 
sent a lapparition de la thrombine, et lon démontre aisé- 
ment (2) que la concentration la plus propice a ce processus est 
inférieure a celle du sang normal. Par conséquent le plasma 
d’oiseau qui contient strement du prosérozyme n’est pas tota- 
lement exempt du cytozyme indispensable; seulement, il en 
contient trés peu, et c'est pourquoi les phénoménes ne se 
déroulent que si les conditions optimales Ini sont offertes. 

Obtenu par centrifugation rapide, le plasma oxalaté et bien 
_limpide de cheval ne se coagule parfois qu’avee une extraordi- 
naire lenteur par recalcification. L’addition de cytozyme accé- 


(1) Rappelons que le sang d’oiseau ne contient pas d’éléments identiques 
aux plaquettes des mammiféres, et que si les leucocytes ne sont pas 
dépourvus de cytozyme, ils semblent ne le libérer que lentement. Chez les 
mammiferes, la coagulation d’exsudats leucocytaires inflammatoires peut 
étre hatée beaucoup par addition de plaquettes (Bordet et Delange). 

Howell (1914) a vu que la lymphe oxalatée de mammifére, fortement centri- 
ase: peut ne pas coaguler par recalcification, 4 moins qu’on n’ajoute du 
ipoide. 

(2) Borner et Detance (Ces Annales, 1912) ont signalé qu'une forte concen- 
tration saline entrave la réaction sérozyme-cytozyme, laquelle s’accomplit 
trés aisément dans un liquide pauyre en sel. Il résulte des déterminations 
de Herzfeld et Klinger (Bioch. Zeilsch., 1915) que la concentration la plus 
favorable est voisine de 0,5 p. 100. 

Le plasma oxalaté se coagule notablement plus vite si, en le recalcifiant, 
on l’allonge de un ou deux volumes d’eau distillée que si on l’additionne 
dune quantité correspondante de solution physiologique a 9 p. 4.000. 
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lere le processus, que l'on peut hater aussi, d’autre part, par 
simple addition d’eau distillée ou méme de solution physiolo- 
gique. Celle-ci n’agit selon toule vraisemblance qu’en rompant 
l'équilibre, en affaiblissant l’influence des colloides protecteurs 
qui paralysaient la réaction (1). 

Ces influences favorisantes qui se bornent a faciliter le tra- 
vail des principes actifs véritables, peuvent étre qualifiées d’in- 
fluences thromboplastiques, mais il faut se garder de con- 
fondre leur mode d’action avec celui de ces principes mémes. 
Nolf a montré par exemple que l'introduction de verre pilé 
dans un plasma de poisson qui restait fluide peut en déclen- 
cher la coagulation; il a cbservé des effets de contact ana- 
logues, aboutissant & la production de ithrombine et corrélative- 
ment 4 la coagulation, en faisant naitre auseindu plasma pep- 
toné un précipité d’oxalate calcique. On sait d’autre part que 
le cytozyme ajouté 4 du plasma peptoné peut en déterminer la 
coagulation, mais il est clair que le cytozyme n’agit pas a la 
facon du verre pilé ou de oxalate calcique ; ceux-ci, introduits 
dans du sérum, n’y développent pas de thrombine, laquelle par 
contre se forme en abondance dans le mélange de sérum et de 
cytozyme. Le verre pilé el les particules analogues n intervien~ 
nent que comme mulliplicateurs de contact, ils facilitent a ce 
titre le processus qui conduit a l’apparition de la thrombine 
aux dépens des générateurs ; ceux-ci existaient dans les plasmas 
dont il s’agit, mais ne se manifestaient point, car une influence 
antagoniste entrave les réactions. 

{l semble bien acquis en effet que dans le plasma peptoné, 
Yantithrombine non seulement contrarie l’action de la throm-_ 
bine, mais surtout empéche sa production (2), cette influence 


(1) Il est probable que les colloides protecteurs peuvent géner aussi 
Vaction de la thrombine toute formée. D’aprés Morawitz, le plasma oxalaté 
normal se coagule moins aisément par la thrombine que la solution de 
fibrinogene pur. 

(2) Que Ja thrombine et l'antithrombine du plasma peptoné ou des tétes de 
sangsue (hirudine) se neutralisent mutuellement, cette notion est acceplée 
depuis longtemps. AnpréjGratia (C. R, Soc. de Biol., 28 février 1920, 83, p. 313) 
a constaté récemment que l’hirudine saturée de thrombine et, par consé- 
quent, neutralisée, reste telle malgré l’atténuation que le vieillissement 
imprime A la thrombine; toutefois le chauffage a 60° restitue lhirudine. I 
s’agit, comme Grartia (U. R. Soc. de Biol., 26 juin 1920, 83) la montré, dune 
union par adsorption en proportions variables, chacune des substances 
affaiblissant d’autant plus fortement l'autre, qu'elle intervient en dose plus 
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antagoniste pouvant étre contre-balancée par ’augmentation en 
quantité d'un des générateurs, le cytozyme, ou par lVinterven- 
tion d'influences thromboplastiques, c’est-a-dire susceplibles de 
favoriser la genése de la thrombine, telles que l’addition d’eau 
distillée, l’augmentation des surfaces de contact avec des corps. 
étrangers, etc. 


Examen des théories relatives 4 la genése de la thrombine. 


Un probléme aussi difficile que celui de la coagulation du 
sang devait foreément suggérer de nombreuses explications. 
Parmi les théories proposées, ilen est que les constalations ulté- 
rieures ont nettement infirmées el qu il serait par conséquent 
superflu de discuter encore actuellement. 

L'interprétation assez inattendue de Wooldridge, d’aprés 
laquelle la thrombine serait non Ja cause premiére et nécessaire 
mais le produit de la coagulation, a été comme on sait reprise 
et développée par Nolf. La coagulation résulterait pour cet 
auteur de l'accolement de trois colloides, le fibrinogéne, le 
thrombogeéne et le thrombozyme, ces deux derniers provenant 
respectivement du plasma et des cellules et correspondant au 
thrombogéne et & la thrombokinase de Morawitz ; on sait que 
ces matiéres sont considérées comme de nature albuminoide. 


grande. De la thrombine incomplétement saturée d’antilbrombine peut 
encore coaguler une quantité importante de fibrinogéne, mais ne provoque 
plus gu’une coagulation lente, méme si la quantité de fibrinogéne soumise a 
son action est relativement trés faible. On comprend ainsi que, dans un 
plasma de peptone, on puisse observer la formation de flocons de fibrine 
tandis que l’antithrombine est loin encore d’étre complétement neutralisée. 

Ul est certain que l’antithrombine s’oppose 4 la production de la throm- 
bine: lanalyse des phénoménes le démontre. Les recherches de A. Gratra. 
(C. R. Soe. de Biol., 28 février 1920, 83, p. 311), récemment instituées & 
Bruxelles, ont fait voir qu'une dose d’antithrombine notablement inférieure & 
celle qu’exige la neutralisation d'une quantité donnée de thrombine fraiche, 
suffit amplement a4 entraver la réaction sérozyme-cytozyme engendrant 
cette méme quantité de thrombine. Une dose d’hirudine bien moindre encore. 
incapable d’empécher la réaction sérozyme-cytozyme eta fortiori de neutra- 
liser la thrombine formée, est cependant capable de retarder considérable- 
ment la transformation de prosérozyme en sérozyme. 

Plus grande est la quantité de cytozyme que l’on fait intervenir, mieux est 
combattue l’influence antagoniste que l’antithrombine tend a exercer sur la 
réaction sérozyme-cytozyme. On ne doit pas en déduire que, conformément. 
a lopinion de Howell, le cytozyme neutralise directement I’antithrombine, 
nous allons revenir sur ce point. En réalité, le cytozyme en exces exerce sur 
le sérozyme une attraction plus puissante, et linfluence dispersante de 
lantithrombine est ainsi plus aisément vaincue (Gratia). 
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Etant susceptibles de s’unir en proportions variables, ces trois 
colloides pourraient former des complexes de constitution dif- 
férente. Le complexe riche en fibrinogéne, c’est la fibrine. 
Quant a la thrombine, elle serait un complexe de thrombogene 
et de thrombozyme re aera peu ou pas de fibrinogéne, mais 
dans la formation duquel le fibrinogene intenendnait néan- 
moins, en ce sens que la présence de ce corps et sa transforma- 
tion en fibrine seraient nécessaires pour que l’union du throm- 
bogéne et du thrombozyme puisse se réaliser intégralement. En 
somme, la production de fibrine serait, dans la coagulation du 
sang, la condition méme de l’apparition de la thrombine; elle 
lui serait, sinon antérieure, au moins concomitante, le fibrino- 
gene intervenant ainsi nécessairement dans la genése de ce 
principe actif. 

Cette théorie est en désaccord formel avec les consta- 
lations rappelées ci-dessus, notamment avec le fait que 
dans un plasma totalement débarrassé de son fibrinogéne, le 
processus formateur de thrombine se poursuit comme dans le 
plasma complet, les facteurs déterminants (présence de prosé- 
rozyme, intervention du contact, du calcium, du cytozyme) 
opérant aussi efficacement et de la méme facon en l’absence de 
fibrinogéne qu’en présence de ce corps. Au surplus, la throm- 
bine se produit trés activement aussi lorsqu’en l’absence de 
fibrinogéne on fait agir sur le cytozyme le prosérozyme extrait, 
avant toute coagulation, du plasma oxalaté par le procédé du 
phosphate tricalcique. 

L’opinion défendue par Bordet et Delange, a savoir que le 
lipoide dénommé cytozyme, et qui offre les caractéres de ‘a 
lécithine, est vraiment lun des générateurs de la thrombine, 
n'est pas acceptée par Nolf, pour qui les matiéres du type de la 
lécithine représentent simplement des agents thromboplas- 
tiques favorisant l’accolement mutuel des trois colloides, throm- 
hogéne, thrombozyme et fibrinogéne, c’est-a-dire propices aussi 
bien & la genése de la thrombine qu’a l’effet coagulant de celle-ci 
sur le fibrinogéne. En d’autres termes, Je générateur de throm- 
bine qui est Ree dans le sang par les leucoeytes ou les pla- 
quettes, el que Nolf dénomme islonnie n’a, d’aprés cet 
auteur, et contrairement A l’avis de Bordet et Delange, rien de 
commun avec le lipoide. Mais en réalité aucun fait expérimen- 


' 
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tal relatif & la coagulation du sang par ses propres moyens 
(sans intervention de suc de tissu) ne vient démontrer la par- 
ticipation, dans ce processus, d’un thrombozyme différent du 
lipoide. L’expérience donne en effet de la facon la plus formelle 
l'impression que les éléments figurés les plus importants a 
considérer dans la coagulation autonome du sang, les pla- 
quettes, doivent leur activité a ce principe thermostable et 
extractible par l’alcool, le lipoide. Les plaquetles chauffées a 
100° accélérent la coagulation aussi bien que les plaqueltes 
fraiches, l’émulsion de lipoide extrait se comporte exactement 
comme celles-ci; il est inutile de supposer l’existence d’un prin- 
cipe actif autre que le lipoide, et qui serait le thrombozyme de 
Nol. 

Semblablement, Vidée de ce savant d’aprés laquelle un 
sérum calcifié pourrait renfermer céte 4 céte a la fois du throm- 
bogéne (lequel correspond au sérozyme de Bordet et Delange) 
et le thrombozyme hypothétique en question, ces substances 
s’abstenant d’ailleurs de réagir & moins qu’on nintroduise une 
substance thromboplastique, nous parait manquer de base 
expérimentale. On ne pourrait admettre davantage que le 
lipoide ajouté a du sérum se borne a fortifier l’action d'une 
thrombine préformée sans fonctionner comme générateur véri- 
table. Nous avons rappelé, en effet, qu’en milieu décalcifié le 
lipoide n’intensifie pas influence coagulante de la petite quan- 
tité de thrombine que renferme, a coté d’une dose importante 
de sérozyme, le sérum obtenu par recalcification du plasma 
oxalaté pauvre en plaquettes. Au contraire, en milieu calcifié, 
ét sans que la présence de fibrinogéne soit nécessaire ni méme 
utile, le sérozyme s’unit au cylozyme, engendre ainsi de la 
thrombine, les deux principes se consommant mutuellement 
par le fait méme de leur union. Etant donné d’autre part que le 
cylozyme et les plaquettes s' équivalent quant 4 leur influence 
accélératrice sur la coagulation des plasmas pourvus de calcium, 
la notion que le cytozyme lipoidique est le principe actif des élé- 
ments figurés sanguins et entre dans la constitution méme de 
la thrombine nous parait ressortir & l’évidence de |’ensemble 
des expériences. 

Tout en attribuant aux lipoides et particuliérement & l'un 
des représentants de cette catégorie de substances, la cépha- 
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line (1), une grande importance dans la coagulation, Howell ne 
se rallie pas davantage a l'idée que des matiéres de ce type sont 
vraiment des matériaux formateurs de thrombine. Reprenant 
les constatations de Wooldridge sur les propriétés des extraits 
alcooliques de tissus, Howell montre que l’addition de lipoide 
a du plasma peptoné en provoque la coagulation, mais il admet 
que cette substance agit en neutralisant l’antithrombine. D’apres 
lui, influence accélératrice qu’elle exerce sur la coagulation 
du plasma oxalaté normal que l’on vient de recalcifier s’explique 
de la méme fagon, le sang renfermant méme A |’état normal 
une proportion appréciable d’antithrombine, dont le role est 
essentiellement d’empécher la transformation de la prothrom- 
bine en thrombine : Howell estime que la substance mére de la 
thrombine est unique et n’a besoin, pour engendrer celle-ci, que 
de concours de sels calciques. 

Personne évidemment ne conteste la réalité de l’antithrom- 
bine (2) ni méme l’existence, dans le sang parfaitement nor- 
mal, d’une ou de plusieurs matitres antagonistes de la coagu- 
lation ; nous avons d’ailleurs insisté plus haut sur ce point a 
propos de l’équilibre colloidal du sang, de la lenteur avec 
laquelle certains plasmas se coagulent bien que renfermant les 
éléments nécessaires, de linfluence adjuvante de certains 
agents tels la dilution, elc. Mais la question est de savoir si le 
cytozyme, lorsqu il provoque ou accélére la coagulation malgré 
Vantithrombine, agit en neutralisant directement l’antithrom- 
bine comme le pense Howell, ou bien favorise l’apparition 
dune thrombine abondante capable de surmonter, peut-étre 
méme d’anéantir, l’influence inhibitrice de lantithrombine. 

En réalité, Popinion d’Howell ne nous parait pas en harmo- 
nie avec certaines constatations relatées dans les pages précé- 
dentes. 

Si, conformément aux vues d’Howell, le lipoide a pour etlet 
de neutraliser l’antithrombine en permettant ainsi a la pro- 


(1) Nous ne conceyons guére, 4 vrai dire, pourquoi Howell attribue une 
importance spéciale A la céphaline plutot qu’a la lécithine. La céphaline est 
peu soluble dans l’alcool; or, l’alcool se comporte, envers le cytozyme, comme 
un excellent dissolvant. Howell reconnait lui-méme Jactivilé des extraits 
alcooliques. 

(2) Il résulte des recherches de Howell (Amer. Journ. of Physiol., 1910 et 
années suiyantes) que l’antithrombine résiste au chauffage a 60°, est détruite 
vers 75°-80°. 
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thrombine de se transformer en thrombine, on est contraint 
d’admettre que le sérum issu de la coagulation par recalcifica- 
tion d’un plasma oxalaté pauvre en plaquettes, contient a la 
fois beaucoup de prothrombine et beaucoup d’antithrombine, 
puisque l’addition de ce cytozyme lipoidique y développe en 
abondance la thrombine. En somme, le sérum ressemblerait 
beaucoup au plasma originel. Mais on ne congoit guére, dans 
ces conditions, pourquoi le cytozyme lipoidique ne réagit pas de 
la méme facon, d’une part avec le sérum, d’autre part avec le 
plasma que l’on vient de recalcifier : dans le plasma, le sérozyme 
n'existe pas & l'état voulu pour réagir sans délai avec le cyto- 
zyme, tandis que dans le sérum la réaction du cytozyme sur le 
sérozyme est tres prompte; ce fait nous semble inconciliable 
avec la théorie d’ Howell. Certes, lhypothése de existence, dans 
le sang ou le plasma, d’une matiére antagoniste tendant a 
empécher le sérozyme de réagir avec le cytozyme et le mainte- 
nant ainsi & l’état de prosérozyme, est, sinon rigoureusement 
démontrée, au moins plausible, ainsi qu’il a été dit plus haut. 
Mais si le cytozyme s’attaquait directement, comme Howell le 
pense, & cette matiére antagonisle, on comprendrait malaisé- 
ment pourquoi il agit plus lentement dans le plasma que dans 
le sérum. 

Mais si, comme nous l’admettons, son affinité s’adresse au 
sérozyme, on concoit qu'il lui soit difficile de réagir dans le 
milieu plasmatique, c’est-a-dire lorsque le sérozyme est protégé 
par la matiére empéchante en question. En réalité, ainsi que 
nous l’exprimions quelques lignes plus haut, le principe qui 
contre-balance directement lVinfluence empéchante de l’anti- 
thrombine, c’est la thrombine et non le cytozyme. Celui-ci 
n'est antagoniste de l’antithrombine qu’en raison de son pou- 
voir d’engendrer la thrombine. Mais comme il ne la produit 
que grace & la collaboration du sérozyme, la présence de ce 
dernier principe est aussi nécessaire que celle du cytozyme a 
Yabolition de Vinfluence antithrombique. Ces données résultent 
a l’évidence de l’expérimentation & laquelle le mode d’action 
du cytozyme sur le plasma hirudiné a 6t6 soumis récemment 
par Gratia (1). Cet auteur démontre que le cytozyme ne neutra- 


(1) C. R. Soc. de Biol., juin 1920. 
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lise pas quantitativement l’hirudine. Un peu de cytozyme pro- 
voque la coagulation rapide d’un plasma que l’addition d'une 
quantité modérée d’hirudine avait rendu inapte a la coagula- 
tion spontanée, mais une quantilé queleonque de cytozyme est 
impuissante si la dose d’hirudine mise en cuvre dépasse une 
certaine limite, bientot atteinte d’ailleurs ; ceci se comprend 
aisément si l’on admet que c’est la thrombine, et non le cyto- 
zyme, qui vient & bout de l'antithrombine : en effet, la quantité 
de thrombine qu’un liquide additionné d'une dose suffisante de 
cytozyme peut fournir ne dépend plus que de sa teneur en séro- 
zyme, l’addition d’un supplément de cytozyme étant désormais 
inutile. D’autre part, et corrélativement, la neutralisation 
apparente de l’antithrombine par le cytozyme s’accomplit d’au- 
tant plus efficacement que le liquide est plus riche en séro- 
zyme : par exemple, une quantité de thrombine qui pourrait 
faire coaguler un volume donné de plasma phosphaté non hiru- 
diné ne détermine pas la coagulation de ce volume de plasma 
phosphaté additionné d’hirudine, méme si l’on ajoute a celui-ci 
une dose de cytozyme considérable, dépassant de beaucoup 
celle qui suffit ’ faire coaguler, sans qu’il soit nécessaire d’ajou- 
ter de la thrombine, la méme quantité de plasma semblable- 
ment hirudiné mais qui est riche en sérozyme, c’est-a-dire qui 
na pas été traité par le phosphate tricalcique. En d’autres 
termes, une dose de cytozyme plus que suffisante pour surmon- 
ter, en présence de sérozyme, l'influence antagoniste d’une 
quantité donnée d’hirudine, est tout a fait incapable de pro- 
duire cet effet si le plasma hirudiné soumis & son action a été 
au préalable dépouillé, par le phosphate, du sérozyme qu’i! 
contenait. En résumé, les constatations de Gratia relatives a 
Vantithrombine ne cadrent pas avec la théorie d’ Howell, mais 
s harmonisent au contraire parfaitement avec la thése de Bordet 
et Delange, d’aprés laquelle le cytozyme s’unit au sérozyme 
pour engendrer la thrombine. 


ETUDES SUR LA PRECIPITATION MUTUELLE 
DES ANTICORPS ET DES ANTIGENES 


(DEUXIEME MEMOIRE) 
SERUMS ANTITOXIQUES 


par M. NICOLLE, E. CESARI et E. DEBAINS. 


La majorité des sérums antitoxiques fournissent des préci- 
pités quand on les mélange avec les poisons correspondants (1) ; 
d’ot: lidée, émise par Calmette et Massol, d'utiliser ce phéno- 
méne afin de titrer l'antitoxine cobraique. 

Les expériences qui suivent nous ont permis d’obtenir, pour 
la premiere fois, des résullals semblables, en faisant agir les 
sérums antidiphtérique et antitétanique sur les toxines homo- 
logues. L’effet précipitant parait done général et pourra étre 
mis 4 profit dans Vessai des divers poisons spécifiques et de 
leurs anticorps. 

Nous étudierons ici le titrage des sérums antidiphtérique et 
antilétanique (2) ‘et celui des toxines correspondantes ; puis, 
nous enyisagerons briévement la précipitalion mutuelle des 
toxines et des antitoxines au point de vue théorique. 


Titrage des sérums antidiphtérique et antitétanique. 


Pour effectuer cette mesure, il faut faire agir, sur un volume 
constant de solution toxique concentrée, des volumes décrois- 
sants du sérum homologue, en se conformant a la méthode 
que voici. 

Technique suivie. 


On sature, par le sulfate de soude anhydre, des filtrats de cultures diphté- 
riques et tétaniques. On séche les précipités obtenus (vide sulfurique) et on 


) M. Nrcotie, E. Césarr et C. Jovan, Toxines et antitoxines. Paris, 1919. 
) M. Nreotur, E. Desains et E, Césarr. C. R Acad. des Sciences, 29 décem- 
bre 1949. 


(4 
(2 
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les réduit en poudre homogéne. On dissout 0 gr. 8 de poudre dans 10 cent. 
cubes d'eau distillée ; le liquide résultant tue le cobaye de 550-650 grammes au 
41/800 cent. cube sous la peau (poison diphtérique) et au 1/12.000 dans le muscle 
(poison tétanique). On méle (parties égales) la solution toxique et une solu- 
tion, préalablement fondue (40°) de gélatine dans l'eau physiologique (10 p. 100 
de gélatine (réaction neutre). On répartit le mélange en tubes, sous le volume 
de 1 cent. cube. On fait prendre a la glaciére. On verse, sur les culots solides, 
1 cent. cube de sérum antitoxique de plus en plus dilué : au 1/20, 4/50,... 1/200. 
On abandonne pendant deux heures (température ambiante) et on lit. Tout 
résultat positif se traduit par apparition d'un disque blanc bleuatre au-dessus 
de la limite du sérum dilué et de la » toxine-gélaline ». 1] importe que solu- 
tion toxique et sérum soient absolument limpides. 


Résultats obtenus. 


Le sérum antidiphtérique n’est délivré, par le Service séro- 
thérapique de |’Institut Pasteur, que s'il contient 300 unités au 
cenlimétre cube; le sérum antitétanique, que sil en renferme 
4.900 (méthode L. Martin). Ces chiffres correspondent tous deux, 
dans notre procédé, & la formation d’un disque net, pour 1 cent. 
cube de sérum dilué au cinquantiéme; au-dessous, les sérums 
sont insuffisants, au-dessus, de plus en plus actifs. 

De nombreux titrages, effectués 7m vive par notre ami Loiseau 
et in vitro par nous-mémes, indiquent les concordances 
moyennes qui suivent. 


S#RUM ANTIDIPUTERIQUE. — 1/25 cent. cube (dans notre méthode) = 200 unités 
(in vivo); 1/50 cent. cube = 300 unités; 1/75 cent. cube = 400 unités ; 
4/100 cent. cube = 500 unités ; 1/125 cent. cube = 600 unilés. 

Sérum ANTITETANIQUE. — 1/10 cent. cube (dans notre méthode) = 2.000 unités 


(in vivo) ; 1/25 cent. cube = 3.000 unités; 1/50 cent. cube =4.000 unilés; 1/75 cent. 
cube=5.000 unités ; 1/100 cent. cube = 6.000 unités; 1/125 cent. cube =7.000 uni- 


tés ; 1/150 cent. cube = 8.000 unités. 
Aucun précipité, sur la toxine correspondante porlée cing minutes a 100°, avec 
1/20 cent. cube de sérum « anti ». 


Notre méthode offre, on le voit, l’avantage d’une grande sim- 
plicité et, qui mieux est, d’une économie considérable de éemps, 
de cravail et argent. Elle permettra d’étudier la naissance et les 
progres du pouvoir antitoxique lors de l’immunisation et, en 
éliminant au début de celle-ci les « mauvais chevaux », d’éco- 
nomiser encore temps, travail et argent. 

Inutile d’ajouter que les phénoménes de précipitation sont 
absolument spécifiques et que les sérums 6quins normaux se 
montrent toujours inefficaces sur les deux toxines envisagées 


icl. 


598 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Titrage des toxines diphtérique et tétanique. 


On fait agir, sur un volume constant de sérum ¢rés putssant 
(600 unités pour le sérum antidiphtérique et 9.000 pour le 
sérum antitétanique), des volumes décroissants de filtrats homo- 
logues tes guels, daprés le procédé que voici. 


Technique suivie. 


On ajoute, ausérum salé ad 3 p. 100, 3/10 de gélatine et on répartit en tubes 
(4 cent. cube par tube). On fait prendre dans la glaciére. On verse doucement, 
sur les culots fermes, 1 cent. cube de filtrat de plus en plus dilué : a 9/10, 
8/10,... 4/20. On abandonne pendant deux heures (température ambiante) et on 
lit. Il faut, ici, saler le sérum et n’y ajouter que la quantité de gélatine stric- 
tement suffisante pour le sojidifier temporairement, sans quoi se manifestent 
des précipités parasites fort génants, dus aux sels que contiennent les 
filtrats. 


Résultats obtenus. 


Les toxines, utilisées dans immunisation des chevaux, doi- 
vent tuer les cobayes de 350 grammes sous le volume mini- 
mum de 1/500 cent. cube (toxine diphtérique) et 1/10.000 cent. 
cube (toxine tétanique), soit 1/300 et 1/8.000, quand on 
emploie des animaux de 550-650 grammes, comme nous |’avons 
fait ici (voie hypodermique, pour la toxine diphtérique et intra- 
musculaire, pour la toxine tétanique). Ces chiffres correspon- 
dent, respectivement, avec notre procédé, & la formation d’un 
disque net pour 4 cent. cube de poison dilué au demi et au cin- 
quieme. 

Indiquons les correspondances moyennes suivantes. 


TOXINE DIPHTARIQUE. — 6/410 cent. cube, avec notre méthode = 1/100 cent. 
cube, in vivo; 5/10 cent. cube = 1/150; 4/10 cent. cube = 1/200; 3/10 = 4/250 ; 
2/10 = 1/300 ; 1/40 = 4/350. 

Toxine réranique. — 5/10 cent. cube, avec notre méthode = 4/8.000 cent. 
cube, in vivo ; 4/10 = 10.000 ; 3/10 = 1/42.000. 

Aucun précipifé, sur le sérum correspondant, avec 1 cent. cube de toxine 
porlée cing minutes a 100°. 


Nou "essai cI mn vier 
us retrouyons, dans | essal des loxines zn vitro, les mémes 
avanlages que dans celui des antitoxines. Inutile d’insister. 
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Remarques théoriques. 


La théorie de la précipilation sera étudiée, plus tard, avec les 
détails nécessaires. Bornons-nous, aujourd’hui, aux remarques 
indispensables. 

Les précipités dont on vient de s’occuper résultent de l’union 
de chaque antigéne et de l’anticorps homologue. Le parallé- 
lisme entre les valeurs obtenues in vitro et in vivo d'une part, 
absence de réaction dans le cas des poisons portés au 100° 
d’autre part, ne sauraient jaisser de doute la-dessus. Il parait 
non moins évident que chacun des éléments en jeu (le sérum 
principalement) entraine des substances banales qui lui sont 
associées et dont la masse, relativement grande, rend apparente 
& nos yeux la masse, certainement infime, de Ja toxine et de 
Pantitoxine. Cette maniére de voir vaut pour tous les précipiltés 
observés dans les interréactions d’antigenes et d’anticorps et 
une comparaison se présente alors d’elle-méme : le cas des ions 
gazeux, devenus visibles (et numérables), grace aux goutte- 
lettes d’eau qu'ils condensent (expériences connues de Wilson). 

Les diastases et les antidiastases se précipitent aussi mutuel- 
lement, comme nous l’avons observé avec l’enzyme gélatinoly- 
tique du pyocyanique (préparé par notre ami Launoy) et le 
sérums des lapins qui ont recu cet enzyme. 


SUR LA CLASSIFICATION 
DE CERTAINS GROUPES DE BACILLES AEROBIES 
DE L’'INTESTIN HUMAIN 


par ALDO CASTELLANI et ALBERT J. CHALMERS. 


Préliminaires. Bacillacex. Classification. Encapsulatex. Eberthex. Alcaligenes. 
Eberthus. Shigella. Lankoides. Dysentervides. Salmonela. Balkanella. 
Wesenbergus. Enteroides. Escherichia. Conclusion. 


PRELIMINAIRES 


Depuis quelques années, nous nous sommes occupé d’une 
étude des bactéries intestinales aérobies humaines et il nous 
semble qu'il peut étre utile de rassembler les connaissances 
acquises et de les ordonner sous une forme & laquelle il soit 
facile de se rapporter. 

Dans ce but, il est désirable de définir et de classer en tribus 
et en genres la famille des Baci/acee de Fischer, en vue d'un 
prochain mémoire traitant des fiévres Enterordea qui sont occa- 
sionnées par les germes ainsi définis. 

Nous employons le mot Enteroidea pour les fiévres causées 
par les bactéries intestinales en général et nous les divisons en 
Enterica, ou fievres occasionnées par les germes typhique et 
paratypique A et B, et Paraenterica ou fiévres occasionnées par 
les bacilles autres que ces trois organismes. 

Cependant, dans le présent mémoire, nous limitons notre 
attention aux organismes el nous omettons la description des 
fievres. Avant de faire le classement des Bacillacee il peut 
étre ulile d’expliquer que les termes genre et espece, tels 
qu'on les emploie en bactériologie, sont basés sur des réactions 
biochimiques et pathologiques et ne sont pas pris dans le sens 
morphologique qu’on leur donne en Botanique et en Zoologie. 
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Ceci est nécessaire parce que ces réactions nous permettent 
de distinguer et de classer des organismes aussi yariés dans 
leur action pathologique que les divers genres et espéces d’une 
famille florale peuvent l’étre dans leur structure. 

Sous cette condition nous avons formulé les genres et les 
especes, basant principalement leur type sur leur aptitude a 
faire fermenter divers hydrates de carbone, glucosides et 
alcools, sur les changements produits par leur développement 
dans le lait et sur leurs trés importantes réactions sériques. 


Famille BACILLACEZ Fischer, 1894. 


Cette famille peut étre définie : Eubactériales avec cellules 
longues ou courtes, flagellées ou non flagellées; sporogeénes ou 
non sporogénes, mais toujours cylindriques et droites et se 
divisant seulement dans une direction. 

Le genre type est Bacillus Cohn, 1872, mais ce genre et 
Tautre genre ancien, Bacterium, renferment un si grand 
nombre d’espéces et de variétés que nous avons essayé de sim- 
plifier leur diagnose en définissant les tribus et les genres 
suivants : 

CLASSIFICATION. 


La famille Bacz//acee peut ¢tre classée en tribus comme suit: 


Développement dans les milieux ordinaires du laboratoire. 


A. Entiérement ou presque entiérement absent. — Tribu 1, Nilrobacteree. 
B. Pauvre, Gram-négatif, se développe mieux sur milieu contenant du sang. 
— Tribu 2, Hemophilee. 
C. Trés pauvre et trés lente sur les milieux ordinaires et milieux au sang. 
— Tribu 3, Graciloidee. 
D. Bon développement : 
. Endospores présents. — Tribu 4, Bacillee. 
Il. Endospores absents : 
a) Fluorescent ou chromogéne. — Tribu 5, Bacteroidee. 
b) Ni fluorescent ni chromogéne : 
4. Anaérobies obligatoires. — Tribu 6, Bacteroidee. 
2. Aérobies, souvent facultatives anaérobies : 
liquéfiant la gélatine. — Tribu 7, Prolez. 
ne liquéfiant pas la gélatine : 
sans capsules : 
4° avec coloration bipolaire. — Tribu 8, Pasleurellee ; 
2° sans coloration bipolaire. — Tribu 9, Eber/heez. 
avec capsules. — Tribu 10, Encapsulatee. 


40 
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LES TRIBUS 


Tribu ENCAPSULATE Castellani et Chalmers, 1918. 


De toutes ces tribus la plus importante 4 notre point de vue: 
présent est celle des Eberthee, laquelle renferme beaucoup: 
dorganismes intestinaux; nous devons toutefois ajouter 
quelques mots surl’Encapsulatee, les Protez et les Graciloidee. 

Deérinition. — Bacilles poussant bien sur des milieux ordi-- 
naires de laboratoire, sans endospores; ni fluorescents ni chro- 
mogenes ; aérobies, anaérobies facultatifs; ne liquéfiant pas la, 
gélatine; présentant des capsules dans les tissus animaux. 

Genre type. — Encapsulatus Castellani et Chalmers, 1918. 


Genre ENCAPSULATUS Castellani et Chalmers, 1918.. 


Derimition. — Encapsulatee avec les caractéres de la tribu.. 
Espkce type. — Encapsitlatus pneumome Friedlander, 1883. 
Remargues. — Ce genre est actuellement le seul de la tribu,. 


et ilembrasse l’ancien groupe des bacilles encapsulés qui ont. 
été passés en revue par Fricke en 1896, Clairmont en 1902, 
Perkins en 1904, Abel et Kallwacka en 1912 et Fitzgerald 
en 1914. 

Les espéces sont ordinairement des organismes courts, non 
mobiles, gram-négatifs, encapsulés, pléomorphiques, qui font 
fermenter le glucose et le lactose; mais en ce qui concerne ce 
dernier sucre, ils peuvent produire seulement de lacidité 
quoique habituellement ils forment de l’acide et du gaz. 


CLASSIFICATION. 


Les diverses espéces de ce genre trouvées chez homme 
peuvent étre caractérisées comme suit : 


A. Fait fermenter incomplétement le glucose avec formation d’acide, mais: 
sans gaz, coagule le lait. — Pneumoniz. 

B. Fait fermenter complétement le glucose et le lactose avec formation. 
dacide et de gaz. Coagule le lait. 
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I. Ne fait pas fermenter l'inosite. — Acidi lactici. 


II. Fait fermenter linosite avec formation d’acide et de gaz. — Lactis 
aerogenes. 


Tribu EBERTHEA: Castellani et Chalmers, 1918. 


Dérinition. — Bacil/acex poussant bien sur les milieux ordi- 
naires de laboratoire; ne forment pas d’endospores et souvent 
anaérobies facultatives; sans fluorescence; sans formation de 
pigment ou liquéfaction de la gélatine; sans coloration; gram- 
négatifs bipolaires, sans capsules. 


Genre type. — Edberthus Castellani et Chalmers, 1918. 


CLASSIFICATION. 


La tribu peut étre divisée en genres qui peuvent étre reconnus 
comme suit : 


A. Ne fait pas du tout fermenter le glucose et le lactose ou bien le fait 
fermenter en partie seulement avec production d’acide, 
mais sans gaz. 

I. Ne coagule pas le lait : 

a) Ne fait pas fermenter le glucose et le lactose. — Genre 1, 
Alcaligenes Castellani et Chalmers, 1918. 

b) Fait fermenter en partie le glucose avec production d’acide et 
sans gaz, ne fait pas fermenter le lactose : 

4. Mobile. Genre 2, Eberthus Castellani et Chalmers, 1918. 
2. Non mobile. Genre 3, Shigella Castellani et Chalmers, 1918. 

c) Fait fermenter parltiellement le lactose et le glucose avec pro- 
duction d’acide, mais sans gaz. Genre 4, Dysenleroides 
Castellani et Chalmers, 1948. 

II. Coagule le lait. 

Fait fermenter partiellement le glucose avec production d’acide, 
mais sans gaz; ne fait pas fermenter le lactose (pas de 
gaz dans aucun sucre). Genre 5, Lankoides Castellani et 
Chalmers, 1918. 

B. Fait fermenter le glucose complétement avec production d’acide et de 
gaz; mais ne fait pas fermenter le lactose : 

I. Ne coagule pas le lait. Genre 6, Salmonella Ligniéres, emendav. 
Castellani et Chalmers. 
II. Coagule le lait. Genre 7, Balkanella Castellani et Chalmers, 1918. 

C. Fait fermenter le glucose complétement avec production d’acide et de 
gaz; fait fermenter partiellement le lactose avec produc- 
tion d’acide et sans gaz. 

I. Ne coagule pas le lait. Genre 8, Wesenbergus Castellani et Chal- 
mers, 4918. 
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D. Fait fermenter complétement Je glucose et le lactose avec production 
d’acide et de gaz: 
I. Ne coagule pas le lait. Genre 9, Enteroides Castellani et Chalmers, 


4918. 
II. Coagule le lait. Genre 10, Escherichia Castellani et Chalmers, 1918. 


Genre ALCALIGENES Castellani et Chalmers, 1918. 


Darinition. — Eberthex qui ne font pas fermenter ni le 
glucose ni le lactose, et sont caractérisés par leur manque 
général de pouvoir fermentatif et souvent augmentant lalcali- 
nité des milieux. Le lait ne coagule pas et est rendu alcalin. 

Tyee. Alcaligenes fecalis Petruschky, 1898, emendav. 
Castellani et Chalmers 1918. 


CLASSIFICATION. 


Les divers organismes peuvent étre différenciéscomme suit: 


A. Non mobile : Melalkaligenes. 
B. Mobile : Fecalis. 


Genre EBERTHUS Castellani et Chalmers, 1918. 


Dérinition. — Bacillacee mobiles, faisant fermenter partielle- 
ment le glucose avec production d’acide et sans gaz. Ne font pas 
fermenter le lactose; ne coagulent pas le lait. 

Espkce type. — Eberthus typhosus (Zopf, 1885). 

Remargues. — Ce genre a pour espéce type l’organisme qui 
cause la variété de fiévre entérique dite fievre typhoide, ainsi 
qu’un nombre d’espéces qui sont les agents causals de fiévres 
enteroidea. 


CLASSIFICATION. 


Le genre comprend, outre le type, les espéces suivantes : Eber- 
thus Kandiensis Castellani, E. talavensis Castellani, E. Pristnitzi 
Castellani. 

Elles peuvent ¢tre différenciées bio-chimiquement comme 
suit, quoiqu’elles puissent étre aussi distinguées en outre par 
leurs réactions sérologiques. 
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Mannite. 
| 
ere es OF et a 
Acide. Pas de changement. 
Maltose. 

cle | Saccharose. 

| | 
Acide. Pas de changement. Acide. Pas de changement. 
Typhosus. Kandiensis. Talavensis. Pristnitzt. 


Genre SHIGELLA Castellani et Chalmers, 1918. 


Dérixition. — Edéerthee non mobiles faisant fermenter par- 
tiellement le glucose ayee production d’acide, mais sans gaz; 
ne font pas fermenter le lactose, ne coagulent pas le lait. 

Esekce type. — Shigella dysenteriv (Kruse, 1899). 

Remargues. — Ce genre renferme un certain nombre de 
formes; mais, nous avons rejeté tous ceux dont on n'a donné 
que des descriptions trés incomplétes qui ne permettent jamais 
de les reconnailre. 


CLASSIFICATION. 


Les espéces appartenant a ce genre peuvent ¢tre en vue de la 
diagnose divisées en : 
A. Fait fermenter la mannite. Sous-genre Flexnerella Castellani et Chal- 
mers, 1918. 
I. Fait fermenter le maltose. Groupe Flexner. 
Il. Ne fait pas fermenter le maltose. Groupe pseudo-dysentérique. 


B. Ne fait pas fermenter la mannite. Sous-genre Shigella Castellani et Chal- 
mers, 1918. 


Les formes appartenant & ces divisions et sections peuvent 
étre reconnues a l'aide des tableaux suiyants : 


A. — Sous-genre FLEXNERELLA Castellani et Chalmers, 1918. 


I. — Groupe FLEXNER : fermentation partielle du maltose. 


Lait. 
| 
Acide, puis alcalin. Alcalin seulement. 
Fecaloides. 
Sorbite. 
| , 
| 
Pas de changement. Acide. 
Flexner. mins 
Salicyline. 
1 
Acide. Pas de changement. 


Tangallensis. Dysentleriv. 
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II. — Groupe PSEUDO-DYSENTERIQUE : ne font pas fermenter le maltose. 


Dextrine. 
| pee 
Acide. Pas de changement. 
| 
Salicine. Salicine. 
| 
Acide. Pas de changement. Pas de changement. Acide. 
Pseudodysentérique S. dysenteriz Pseudo-dysenterixe 
Vary es var. Y. Hiss et Russel. var. A. 


B. — Sous-genre SHIGELLA Castellani et Chalmers, 1918. 


Lait. 
| 
Acide, puis alcalin. Constamment acide. 
| | 
Arabinose. Agglutination par sérum Shiga. 
I 
| | 
Pas de changement. Acide. 
Dysenterie Kruse. Lunavensis. 


Genre LANKOIDES Castellani et Chalmers, 1918. 


Dérinition. — Kberthee faisant fermenter partiellement le 
glucose avec production d’acide mais sans gaz; lactose généra- 
lement acide, jamais de gaz. Coagulent le lait. 

Kspkce type. — Lankoides pyogenes Fasset, 1902. 


CLASSIFICATION. 


L’espéce classée dans ce genre peut étre déterminée comme 


suit : : 
Mobilité. 
| 
i 
Présente. Absente. 
Pyogenes, 
Mannite. 
| 
Pas de changement. Acide. 
| | 
; Galactose. Dulcite. 
| 
I ' : 
Pas de changement. Acide. Acide. Pas de changement. 
Ceylonensis var. A. Ginlotlensis. Ceylonensis Madampensis. 


var. B. 
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Genre DYSENTEROIDES Castellani et Chalmers, 1918. 


Durinition. — Eberthee faisant fermenter partiellement le 
glucose et le lactose avec production d’acide mais sans gaz. Ne 
coagulent pas le lait. 


Espice type. — Dysenteroides metadysentericus (Castellani 
1916). 
Remargues. — Ce genre comprend l’organisme de la métady- 


senterie, lequel peut étre différencié comme suit : 


Mannite. 
| 
aes, Pas de changement. 
: | 
Dulcite. Indol. 
| : | | 7 
Acide. Pas de changement. En produit N’en produit pas 
Metadysentericus. Meladysentericus. Metadysentericus. Meladysentericus. 
var. D. var. A. var. B. var. C. 


’Genre SALMONELLA Ligniéres 
emendayv. Castellani et Chalmers, 1919. 


Dérinition. — Eberthee qui font complétement fermenter le 
glucose, avec production d’acide et de gaz, mais ne font pas 
fermenter le lactose et font fermenter partiellement ou comple- 
tement la mannite en addition 4 d’autres hydrates de carbone. 

Espace tyes. — Salmonella paratyphi (Schottmiiller 1902). 

Remarques. — Ce genre comprend un grand nombre de 
variétés qui peuvent étre divisées en groupes comme suit : 


A. Ne fait pas fermenter la mannite. Groupe Morgan. 
B. Fait fermenter la mannite partiellement avec production d’acide, mais 


sans gaz. Groupe Veboda. 
(. Fait fermenter la mannite complétement avec production d’acide et de 


gaz. Groupe Paratyphosus-asiaticus. 


A. — Groupe Morgan. 


Le groupe Morgan renferme seulement Salmonella Morgani 
qui est le méme que Morgan I de l’ancienne nomenclature. Il 
y a fermentation avec production de gaz dans le glucose 


(B. Morgani dans le tableau). 
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B. — Groupe Veboda. 


Ce groupe comprend deux organismes-viz : Salmonella veboda 
Castellani 1909 et S. wildegoda Castellani 1911. Ils peuvent étre 
distingués comme suit : 


Dulcite. 
| 
B 
Acide et gaz. eee 
| dhe 
Salicine. Salicine. 
| pel 
Pas de changement. Acide et gaz. 
Veboda. Willegoda. 
C. — Groupe paratyphosus-asiaticus. 


Ce groupe comprend un nombre de formes, dont quelques- 
unes sont de grande importance pratique. On peut les classer 
comme suit: 


a) Ne produit pas d’indol. Division Paratyphoidus. 
b) Produit de Vindol. Division Asiaticus. 


La différenciation des organismes de ces deux divisions est 
comme suit: 


a) PARATYPHOIDUS : non-producteurs @indol. 


Lait. 
| 
° | ; 
Constamment acide. Devient alcalin aprés 
| . 
un certain temps. 
| 
Paretyphi A. Sérum Gaertner. 
Pas d’agglutination. Aggiutination. 


Enteritidis Gaertner 
B. Danyzz (p.p.) 
Réaction de Castellani 
essai avec le sérum Paratyphosus B. 


ie | 
Agglutinines absorbées. Agglutinines non absorbées. 
Paralyphosus B. 
Typhi murium (p. p.). 


Dulcite. 
: ) 
Acide et gaz. Pas de changement. 
Atrtrycke Wolitnie. 


(suipesti fer) 
Psitlacosis typhi murium (p. p.) 
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b) ASIATICUS : producteurs d’indol. 


Saccharose. 
| 
| { 
Pas de changement. Acide et gaz. 
Dale, Salicine. 
| 
Me | | 
Positive. Négative. Acide et gaz. Pas de changement. 
Pseudo-asiaticus 
Columbensis. Carolinus Castellani. Mobilité. 
Castellani. 
Présent. Absent. 
Asialicus var. mobilis. Asialicus 
Castellani. Castellani. 


Genre BALKANELLA Castellani et Chalmers, 1918. 


Dérinition. — Eberthee qui font fermenter le glucose com- 
plétement avec production d’acide et de gaz; ne font pas fer- 
menter le lactose. Coagulent le lait. 

Kspice type. — Balkanella coaqulans Castellani 1916. 

Remargues. — Il y a deux espéces, le type et B. Carolinordes 
qui peuvent étre séparées comme suit : 


Saccharose. 
| 
Tas Ck add CS 
Pas de changement. Acide et gaz. 
Coagulans. Carolinoides. 


Genre Wesenbergus Castellani et Chalmers, 1918. 


Darinition. — Eberthex qui font fermenter le glucose compleé- 
tement et le lactose partiellement produisant de l’acide mais pas 
de gaz. Ne coagulent pas le lait. 

Espéce type. — Wesenbergus wesenbergi Castellani 1913. 

Remaroues. — Le type décrit par Castellani est mobile et 
produit l’acidité dans le lait tournesolé. Il forme de l'acide et 
du gaz dans le glucose et le saccharose, mais seulement de 
Vacide dans le lactose, la mannite et la dulcite. Il est un pro- 
ducteur d’indol. 

Au méme groupe appartient B. Gewmai Castellani, lequel est 
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ORDRE ALPHABETIQUE 
des 
noms d’espéce 
(sans emploi des noms 
de genre). 


B.acidi lactici, Hiip- 
pe. 


B. Airtrychke, De No- 
bele. 


B. albofaciens, Cas- 
tellani, 1905. 

B. Archibaldi, Cas- 
tellani et Chalmers, 
1918. 

B. Asiaticus, Castel- 
lani, 1905. 

B,. Asiaticus mobilis, 
Castellani, 1914. 

dD. bentotensis, Cas- 
tellani, 1912. 

B. capsulatus, Pfeif- 
fer. 

B. Carolinus, Castel- 
lani. 

B. cavicida, Brieger. 


B. Ceylonensis A, 
Castellani, 1905. 
B. Ceylonensis B, 
Castellani, 1905. 
B. cloace, Jordan. . 


B. coagulans, Castel- 
lani, 1917. 
B. eit, Escherich. . 


B. coli 
Massini. 


mutabilrs, 


B. coloides, var. A, 
Castellani, 1916. 
B. coloides, var. B, 
Castellani, 1916. 

B. colotropicalis,Cas- 
tellani, 1905. 


B. Columbensis, Gas- 
tellani, 1905. 
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SACCHAROSE 


AG 


0 


DULCITE 


AG 


AG 


AG 


MANNITE 


AG 


GLUCOSE 


AG 


AG 


AG 


DEXTRINE 


AsGs 


Q is 
n Nn 
(=) ° 
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& | 
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foc] 
G <q 
AG | AG 
0 |AGs 
0 » 
AG | AG 
AG | AG 
AS 0 
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AG | AG 
0 
A A 
AG | AG 
AG | AG 
» » 
» » 
» ” 
AG | AG 
0) AG 


a 


oOo oo & 


CC 


+ = positive, présent; 0 = négative, absent; A = acide, production d’acidité; Ale = alcalin, production @’ 
G = gaz, production de gaz; AG = production qd’ 
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i} sd 
ca a S| a BD 
Bee 2@\|FlSilsielz onl a 
i } = Z 4 ‘si fz = Sl = (=) 
Beal Se S| Bele) Bells 
Mee ko lialieslieBiels|/2) a8 
| r ea a , i= = . S| =) 
Meee | | | Oe) ee] Ge] “1 ot] 9 
i le |e | S al 
S| AG) 0 9 2 » 0 » ar 0 Gt | Appartient aux bacilles encapsulés, différe 
du B. lactis aerogenes en ne faisant pas fer- 
menter avec production de gaz l’inosite; 
différe du &. coli tropicalis étant capsulé 
en faisant fermenter avec production de 
gaz l'adonite et en ne faisant pas fermenter 
G1 ac la saliciline. 
AG | 0 ON PAG. 90 A |Oou] 0 Gt | Identique au point de vue cultural et séro- 
+S logique au B. suipestifer ; identique au point 
de vue cultural au B. enteritidis Gaertner 
(différenciation par épreuves d'agglutina- 
tion) et B. paratyphosus B (différenciation 
par l'épreuve d’absorption de Castellani, 
agglutination insuffisante). 
ma A | — 0 = | hy Hh 0 = — | Développement trés lent et trés pauvre. 
° » » » » » » » + + Gt 
G}| AG] 0 0 Ol) Alaa Oe AGa eas | 50 Gt 
G/AG| 0 0 OF AG TO Seams | wv Gt | Différe du B. Asiaticus uniquement par sa 
mobilité. 
A A A | As 0 0 0 A ap 0 Gt 
G| AG | AG » » » » » ais + Gt | Encapsulé, généralement considéré comme 
identique a &, lactis aerogenes. 
G AG » » » » » » - 0 Gt ou 
+P 
G | AG 0 A » » » » + 0 » Brieger l’a décrit d’abord comme non mo- 
bile; différe du B. coli en ne faisant pas 
fermenter la maltose. 
0 0 0 0 0 0 0 0 Gt 
A A 0 0 0 A 0 A - 0 Gt 
G|AG/ A 0 » » 0 » +] + Gt | Liquéfaction trés lente de la gélatiné; les 
ou 0 bacilles intestinaux liquéfiant les plus im- 
portants peuvent étre groupés comme suit: 
1° font fermenter le lactose (B. cloacez); 
2° ne font pas fermenter le lactose Gram + 
(B. Proteus vulgaris); 3° ne font pas fer- 
menter le lactose Gram 0 (B. diffluens). 
G » » » » » » » at » » 
Ea AG | 0 | AG) 0, / AG} 0 | AG] + 0 Gt 
» » » » » » » » 0 » » Incomplétement décrit, fait fermenter le 
lactose tardivement (au bout de six jours), 
considéré comme non producteur d'indol. 
» » 0 AG » » » » » » » 
» » AG AG » » » » » » » 
G | AG 0 | AG] 0 | AG 0 ; AG] + » » Diftére du B. coli étant non mobile et ne 
faisant pas fermenter la dulcite; du 2B. 
Neapolitanus ou ne faisant pas fermenter 
le saccharose et la dulcite. 
G {AG} 0 | AG} 0 | AG] 0 | AG] + 0 Gt 
le = acide, plus tard alcalin; C = coagulation; P = peptonisation, pellicule; D = décoloration; 
; S= petite quantité; ss = trés petite quantité. 
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ORDRE ALPHABETIQUE 
des 
noms d’espece 
(sans emploi des noms 
de genre). 


Be Coscorobamar. 


B. Danysz . 


B. diffluens, Castel- 
lani, 1946. 

B. Douglasi, Castel- 
lani et Chalmers. 
1918. 

B. dysenteriz, Flex- 
ner. 

B. dysenterix, Hiss 
et Russell. 

B. dysenteriv, Shiga- 
Kruse. 

B. dysenteriz, Strong 


B. entericus, Castel- 
lani, 1911. 

B. enteritidis, Gaert- 
ner. 


B. fzeealis alealige- 
nes, Petruskhy. 


B. feealoides, Cas- 
tellani, 1916. 

B. gasoformans, non 
liquefaciens. 

B. Gintotensis, Cas- 
tellani, 1910. 

B. Givmai, Castella- 
ni, 1910. 

B. Griinthali, Castel- 
lani 1909. 

B. icteroides, Sana- 
relli. 


B, Kandiensis, Cas- 
tellani, 1912. 
Khartownensis , 
Chalmers et Mac- 
donald, 1915. 
B. lactis aerogenes, 
Escherich. 
B. levans, W.Molffi. 


B. Lunavensis, Cas- 
tellani, 1912. 

B.Madampensis ,Cas- 
tellani, 1911. 

B. meta-alealigenes 
Castellani, 1915. 
B. meta-coli, Castel- 

lani, 1913. 
B. meta-coloides, Cas- 
tellani, 1913. 
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BOUILLON 


Ditfére du B. coli-tropicalis en faisant fer- 
menter le saccharose; certains auteurs 
emploient le nom de B. coscoroba pour 
désigner un germe différent avec tous les 
caraciéres du bacille du choléra des poules 
(pasteurella). 

Au point de vue cultural et sérologique iden- 
tique au B.enteridis Gaertner (Bainbridge). 

Voir notes sur B. cloace; quelques races 
coagulent et peptonisent le lait. 


Au point de vue cultural identique au B. sui- 

pestifer (= B. Afrtrycke) et B. paratypho- 
sus B. Différe au point de yue sérologique. 
Le B. fzecalis alealigenes typique produit 
une forte alcalinité dans tous les bouillons 
de sucres; mais quelques auteurs consi- 
dérent que certaines races produisent une 
faible acidité dans le glucose et la mal- 
tose, quelques races peptonisent le lait. 


Incomplétement décrit, il est probablement 
semblable au B. colotropicalis, mais indo] 0. 


Considéré comme identique au B. suipestifer, 
mais des essais sérologiques complets ne 
semblent avoir été exécutes. 


Différe de l’acidi l/actici en faisant fermenter 
l'inosite. 


Différe du B. fecalis alcaligenes par \ab- 
sence de mobilité. 

Différe du B. pseudo-coli en faisant fermen 
ter l'‘inosite. 
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‘ 


LAIT TOURNESOLE 


ORDRE ALPHABETIQUE 


des 


noms d’espéce 


DULCITE 

MANNITE 

GLUCOSE 
DEXTRINE 
RAFFINOSE 


MOBILITE 


(sans emploi des noms 


SACCHAROSE 
ARABINOSE 


de genre). 


B.metadiffluens ,Cas- 
tellani, 1916. 

B. metadysentericus, 
Castellani, 1916, 
var. A. 

B. metadysentericus, 
Castell., 1916, v. B 

B. metadysentericus, 
Castell., 1916, v. C. 

B. metadysentericus, 
Castell., 1916, vy. D. 

B. Morgani, Castel- 
lani et Chalmers, 
1918. 

B.Neapolitanus, Em- 
merich, 


B. Negombensis, Cas- 
tellani, 1910. 

B. oxytocus pernicio- 
sus, Wyssoko - 
witsch. 

B. para-/@rtrycke , 
Castellani, 1914. 
B. para -Asiaticus. 
Castellani, 1916. 


B. para-coagulans , 
Castellani. 
B. para-colon, Day. 


B. para - diffluens , 
Castellani, 1916. 
B. para-dysentericus, 
Castellani, 1914. 
B. para - enterieus , 
Castellani, 1914. 
B. para- Grinthali, 
Castellani, 1914. 
B. para-typhosus A, 

Schotmuller. 
B. para-typhosus B, 
Schotmuller. 


B. para-typhosus C. 


B. pneumoniz, Fried- 
lander. 

B. pritnitsi, Castel- 
lani, 1915. 

B. proteus vulgaris, 
Hauser. 


B. pseudo-Asiaticus, 
Castellani, 1913. 
B. pseudo -Asiaticus 
moobtlis, Castellani, 

1915. 
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7 
4 


GALACTOSE 
LEVULOSE 
INOSITE 
SALICINE 


BE 


RYTHRITE 
GLYCERINI 

VOGES-PROSK. 
BOUILLON 


ISODULCITE 


Différe du B. coli par l'absence de mobilité et 
enfaisant fermenter avec production de gaz 
le saccharose,du B. pseudo-coli parl'absence 
de mobilité; du B. colotropicalis en faisant 
fermenter la dulcite et le saccharose. 


Différe du B. Asiaticus en ne faisant pas 
fermenter avec production de gaz le saccha- 
rose et en faisant fermenter la dulcite. 


Lait rendu acide d'une maniére permanente. 


Différe du B. Griinthali en faisant fermenter 
la maltose. 


AG | AG] AG} 0 0 | AG] 0 0 0 0 Gt | Certaines races typiques sérologiquement 
peuvent produire de temps a autre seule- 
ment A au lieu de AG; quelques races ne 
font pas fermenter l’inosite (Weiss et Rice). 
» » » » » » » » » » » Au point de vue cultural et sérologique, 
identique au B. enteritidis. 


AG AG AG AG » » 0 » 0 0 » 

A A 0 A ) 0 0 0 0 » Gt 
JAG JAoul 0 0 » » » |Oou} + » Gt | Cultures dégageant une odeur désagréable ; 
AG AS -| Hauser a distingué d’abord trois variétés 


de Proteus : P. vulgaris (liquéfaction rapide 
de la gélatine); P. mirabilis (liquéfaction 
lente); P. Zenkeri (sans liquéfaction). Plus 
tard il a abandonné cette différenciation. 
AG | AG 0 AG 0. AG 0 AG] + 0 Gt Différe du B. Asiaticus en faisant fermenter 
la dulcite. 


AG} AG] 0 AG 0 | AG | 0 |} AG} —- 0 Gt 
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D 


LAIT TOURNESOLE 


ORDRE ALPHABETIQUE 
des 


noms d’espéce 


LACTOSE 
DULCITE 
MANNITE 
GLUCOSE 
MALTOSE 

DEXTRINE 


(sans emploi des noms 


SACCHAROSE 
RAFFINOSE 
ARABINOSE 


MOBILITE 
GELATINE 


de genre). 
— 


B. pseudo-Carolinus, 
Castellani, 1917. 

B. pseudo-coli, Cas- AG | AG 
tellani, 1909. 


B. pseudo-coliformis, AG |OAG|AG 
Castellani, 1917. 


B. pseudo - coloides, 
Castellani, 1916. 
B. pseudo -coloides, 
var. B Castellani, 

1916. 

B. pseudo-Columben- 
sis,Castellani,1917. 

B. pseudo-morgant, 
Castellani, 1918. 

B. pseudo- Wesenber- 
gt, Castellani, 1918. 

B. psittacosis, No- 
card, 

B. pyogenes fetidus, 
Passet. 

B. Schaefferi, von 
Frendenreich. 

B. suipestifer, Kruse. 


B, talavensis, Cas- 
tellani, 1909. 

B. tangallensis, Cas- 
tellani, 1911. 

B. tardus, Castellani, 
SKN We 

B. typhi = murium, 
Loeffler. 


B. typhosus, Eberth. 


B. Veboda, Castel- 
Jani, 1914. 

B. Vekanda, Castel- 
lani, 1913. 

B. vesiculosis, Hen- 
rici. 

B, Watareka, Cas- 
tellani, 1913. 

B. Werahensis, Cas- 
tellani, 1913. 

B. Wesenbergi, Cas- 
tellani, 1913 

B. Wesenbergoides, 
Castellani, 1916. 

B, Willegodai, Cas- 
tellani, 1914. 

B. Woliniv, Castel- 
lani, 1915. 

B. Zeilanicus, Cas- 
tellani, 1905. 


AG | AG 
AG | AG 


A,Alc 


+++ + 4+ +0 


A ou Aou 
A,Alc Alc 
Ale | Alc | Ale 


ote oOo So oo oS to) Oo eS oS S 


+ 
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mp2 ) = a | 3 Ale] e = Z ZA 
4 (e) ra PA ‘ZI = S iH 3} Ss 2) 
| & ist || a SN ee ae ee 4 
eo ee Pec Les | Se | Ste) 
H < - fo) = 5 Z = Ss z n 5 
ie lee a aS et Re ae 
2 se a Ll 2 nN fam] 4 > Q 

eo) be Ss = Sea] o o 
iF < > 


tL |AG | AG » » » » » » + 0 GtP 


G@ |} AG | AG 0 | AG 0 AG Oa AGS = 0 |GtPs]| Différe du B. coli en faisant fermenter le 
saccharose, apparlient an groupe Commu- 
) nior du bacille coliforme. 

Gi AG/AG] 0 | AG 0 | AG 0 };AG) + 0 Gt | Differe du B. pseudo-coli au point de vue sé- 
rologique et en faisant fermenter le saccha- 
rose seulement aprés plusieurs jours. 


\ » 0 » » » ) » a » » Differe du B, pseudo-coli en ne faisant pas 
\ fermenter la dulcite. 
\ » * AG » » » » » + » > Différe du B. pscudo-coloides en faisant fer- 
menter l'inosite. 
) 
mPAG | AG 0 }AG | 0 }AG) 0 |} AG} + |} 0 Gt 
) | A jAou} 0 0 0 0 0 o | + Gt 
AG 
> » 5 » » » » » » ale » Gt 
Ni 
GAG | AG y 0 » » » » 0 0 Gt | Identiqueau B. Wrtrycke, selon Bainbridge. 
> A A 5 » » » ) » + 0 Gt 
il! 
) » » 0 » » » ) > -- 0 Gt | Incomplétement décrit. 
| 
G]|AG | AG }Oou] 9 OF AG 0 As | +s | 0 Gt | Au point de vue cultural et sérologique iden- 
AG tique au B&B. Aertryke, d'autres synonymes 
de B. suinestifer sont B. cholera suis, B. du 
iH) Hog — Choléra Salmon et J. Sih 1885. 
Seen | UAC Neer eAS S}erOpe | econ | 00) eA SON RG 
)}] 
eA oer eAtn | Onn wAve | 009 |) Au | Sens ict 
|= OM Olotdl) as 0 0) — = Croissance trés lente et trés maigre sur 
i) As agar. ‘ 
G|AG) AG » 0 0 » » 0 0 0 Gt Bainbridge a découvert que le nom est appli- 
qué a des organismes différents. Quelques 
races étant sérologiquement identiques au 
B. Artrycke, Vautres au B. enteritidis 
1: ' Gaertner, Vautres au B. paratyphus B. 
\ A A 0 0 0 0 0 \s 0 0 Gt Quelques races, lail A,Alk. 
act aclagl|o!oj]alol|]ol]o |» | a 
MaerAG | ac|o | 0.) 0 |ac| o |ac] o | » | Gt 
{i 
| » » » 0 » » » » » a 0 » 
i 
MerAG |AG| AG] 6 |*o lac} 0 | A | + |.» | Gt 


» » » « » » » » » + ) Gt 
» » » » ) » » ali » Gt 
A SWUNG De Teena |, 3 Oo |+s] » Gt 
0 0 0 » » » A 0 » Gt 
Alc |0 ou] 0 ou} 0 ou} 0ou]0ou}0 ou} 0 0 Gt | Ce germe est trés polymorphe : il prend des 
Alc | Alc | Alc | Alc | Alc | Ale ou P| formes de bacille, de vibrion, de spirilles. 


On a créé pour Ini un nouveau genre ; Vi- 
briothrix . 


4A 
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non mobile. Archibald, dans le Soudan anglo-égyptien, a isolé 
un organisme de ce lype du sang d’un cas d’Entercides & Kar- 
toum le cinquiéme jour de la maladie. I] était mobile, produi- 
sait de l’acide et du gaz dans le glucose, le galactose, le rham- 
nose (iso-dulcite), la dextrine, la mannite, l’amidon et la sorbite, 
mais produisait seulement de l’acide dans le lactose, le lévulose, 
la maltose et la dulcite, tandis qu’il ne faisait pas fermenter 
le saccharose, le raffinose, l’inuline, la salicine, la glycérine, 
Vérythrine ou l’adonite. I]ne produisait pas d’indol, donnait une 
réaction de Visges-Proskauer négative, mais réduisait les 
nitrates et le rouge neutre. 

En outre des caracteres de culture, Jes réactions sériques 
spécifiques les distinguentde E. typhosus,S. paratyphi, S. para- 
typhosus et S. gaertneri et il était bien agglutiné par le sérum 
du malade pendant la convalescence. Nous Vappelons W. /fer- 
mentosus. 

Les dites espéces peuvent étre divisées comme suit : 


A. Produit de Vindol : 


1. Fait fermenter la dulcite. Wesenbergi. 
Il. Ne fait pas fermenter la dulcite. Giwmaz. 


B. Ne produit pas d’indol. Fermentosus. 


Genre ENTEROIDES Castellani et Chalmers, 1918. 


Durinition. — Eberthex qui font fermenter le glucose et le 
lactose complétement avec production d’acide et de gaz. Ne 
coagulent pas le lait. 

Kspice type. — Enteroides entericus (Castellani 1907). 

Remarques. — Castellani isolait deux organismes des cas 
d’Enteroidea et d’appendicite & Ceylan, & savoir le type 
Enteroides entericus et un autre KL. vekanda. Dans les Balkans, 
Chalmers et Macdonald obtinrent E. khartowmensis dans des cas 
d’entérite dans le Soudan Anglo-Egyptien. 


CLASSIFICATION. 


Les diverses espéces de ce genre peuvent étre déterminées 
comme suit : 
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Adonite. 
| 


ee ee ee ee ee 
| 
Pas de changement. Acide et gaz. 
Sérum Entericus. Salicine. 
| | 


Agglutination. Pas d’agglutinalion. Pas de changement. Acide et gaz. 


Entericus. nh Vekanda. Khartoumensis. 
Sérum Parentericus. 


Agglutination. Pas d’ageglutination. 
Parentericus. Badullensis. 


Genre ESCHERICHIA Castellani et Chalmers, 1918. 


Dérinition. — Kberthex qui font fermenter le glucose et le 
lactose complétement avec production d’acide et de gaz; coa- 
gulent le lait. 

Espice type. — Escherichia coli Escherich, 1886. 


CLASSIFICATION. 


Le nombre d’espéces rassemblées sous ce genre, méme apres 
le rejet de cellessi incomplétement décrites qu’elles ne peuvent 
pas étre classées, est si grand qu’elles demandent a étre divi- 
sées en groupes et sections comme suit : 


A. Produit de Vindol. Division indol de Smith. 
I. Saccharolytique. Section Cemmunior. 
II]. Non-saccharolytique. Section Communis. 


B. Ne produit pas d@indol. Division non-indol de Smith. 


Nous appelons l’attention sur l’erreur qui a été commise en 
ce qui concerne l’organisme appelé Coscoroda, lequel, tel qu'il 
a 6té décrit, appartient au genre Pas/eure//a parmi les septicé- 
mies hémorragiques, étant une cause d’une maladie mortelle 
chez les cygnes. Par erreur, il y a quelques années, un orga- 
nisme tout a fait différent appartenant au groupe Colon recut 
ce nom. Afin d’éviter la confusion nous proposons de donner au 
type Colon de Coscoroba le nom Escherichia pseudocoscoroba 
Castellani et Chalmers 1918. Les espéces peuvent étre déter- 
minées comme suit : 
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A. — Division produisant l’indol (Smith). 
I. — Saccharolytique. Section Communior de Durham. 
Dulcite. 
| | 
Acide et Gaz. Pas de changement. 


| | 
Adonite. Mobilité. 
| 


Acide et gaz. Pas de changement, Présente. Absente. 


| Pseudocoscoroba. 
Inosite. 
Mobilité. Mobilité. | 


a 


| 
Acide et gaz. Pas de changement. 
Pseudocoloidella. Pseudocoloides. 


J | 
Absente. Présente. 
Oxytocus. Metacolt. 


Présent. Absent. 


Sérum Pseudocoli. Neapolitanus. 
p 


Ageglutination. Pas d’agglutination. 
Pseudocoli. | 
Fermentation tardive du saccharose. 
Coliformis. 


Il. — Non-saccharolytique. Section Communis de Durham. 


Dulcite. 
| 


Acide a gaz. Pas de changement. 


Salicine. 
| 


| 
Acide. Acide etgaz. Pas de changem. 


Cavicida. | Metacolozdes. 
Mobilité. Mobilité. 
\ ieee ar yaaa rere | 
Absente. Présente. Absente. Présente. 
B. coli. 
Inosite. Maltose. Maltose. 
1 
| + 
Pas de chang. Acide et gaz. Acide et Gaz. Pas de changement. 
Coloidella. Coloides. Paragriinthali. Grinthali. 
Acide et gaz. Pas de changement. 
Colitropicalis. Vesiculosus. 


B. — Division ne produisant pas d’indol (Smith). 


Dérinition. — Cette division comprend seulement un orga- 
nisme, Escherichia colt mutabilis Massini, insuffisamment décrit. 
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Tribu PROTEE Castellani et Chalmers, 1948. 


Dérinirion. — Bacillacex poussant bien sur les milieux ordi- 
naires de laboratoire ne formant pas d’endospores, aréobies, sans 
formation de fluorescence ou de pigment, mais liquéfiant la 
gélatine. 

GENRE TYPE. — Proteus Hauser 1885. 


CLASSIFICATION. 
La tribu peut étre divisée en genres comme suit: 


A. Liquéfiant rapidement la gélatine, ne fait pas fermenter le lactose, 
souvent gram-posilif. Proteus. 

B. Liquéfiant lentement la gélatine, fait fermenter le lactose; gram- 
négatif. Cloace. 


Genre PROTEUS HAUSER 1885, emendavit Castellani 
et Chalmers, 1918. 


Espice type. — Proleus vulgaris Hauser, 1885. 

Remargues. — Les organismes de ce groupe sont de difficile 
classification parce que souvent les résultats des réactions séro- 
logiques ne correspondent pas aux résultats de investigation 
et classification biochimiques. 

Un essai de classification bien incomplet est le suivant : 


Saccharose. 
| -_ . 
Pas de changement. Acide et gaz. 
Glucose. Maltose. 
| 
| 
' Pas de changement. Acide et gaz. Acide et gaz. Pas de changement. 
Meladiffluens. Diffluens. Proteus. Paradiffluens. 


Genre CLOACA, Castellani et Chalmers, 1918. 


Espice tyer. — Cloaca cloace Jordan 1890. 
Remargues. — Deux espéces sont connues, C. cloace et 
C. levans, qui peuvent étre séparées comme suit : 
Saccharose. 
22 See 
-- 


Acide et gaz. Pas de changement. 
Cloace. Levans. 


RECHERCHES COMPLEMENTAIRES 
SUR LA FABRICATION DU NUOC-MAM 


par J. MESNARD et E. ROSE. 


L’exposé de ces recherches peut se diviser ainsi : 
1° Travail effectué dans la formation du Nuoc-mam : 


Préparation du Nuoc-mam au laboratoire. Résultats obtenus. 


2° Agents du travail effectué dans la formation du Nuoc-mam : 


a) Jus salés et cultures microbiennes. Action protéolytique de jus salés 
et de cultures microbiennes; 

6) Diastases des organes digestifs et du tissu musculaire. Plasmolyse 
chloroformique et glycérique. Actions protéolytiques des extraits 
glycérinés des organes digestifs et du tissu musculaire : 

4° Sur la gélatine; 
2° Sur lalbumine d’cuf coagulée; 
3° Sur les albumoses et les peptones. 


3° Influence de la variation du milieu sur lactivité diastasique 
des extraits glycérinés d’organes digestifs : 
4° Température, 


2° Réaction, 
3° Taux du sel. 


4° Action comparée de doses fortes et de doses faibles de sel 
dans la préparation du Nuoc-mam ; 


5° Résumé et conclusions. 


L’un de nous a dans un article de Ces Anna/es donné un 
résumé de la fabrication du Nuoc-mam ainsi qu'une définilion 
basée sur la composition chimique de ce produit. 

En ce qui concerne le phénoméne qui donne naissance au 
Nuoc-mam, il estimait que ce phénoméne devait étre une auto- 
digestion de la chair des différentes especes de poissons employés 
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soit par les sucs digestifs, soit par les sucs cellulaires, l’action 
microbienne, combattue par la présence d’une forte dose de 
sel, étant écartée au moins comme action principale. 

Il restait & vérifier ou & infirmer Vhypothése émise; c'est 
Vobjet du présent mémoire. 


Travail effectué dans la formation du Nuoc-mam. 


Pour nous rendre compte du travail effectué dans la forma- 
tion du Nuoc-mam, il faudrait établir ce qu’est chimiquement 
un poisson a l'état frais, puis ce qu’il est devenu lorsque le 
travail qui donne naissance au Nuoc-mam est terminé. La 
comparaison des deux séries de résultats nous fournirait l’ex- 
pression du travail effectué. 

Comme, dans la fabrication du Nuoc-mam, la premiére opéra- 
tion est une macération du poisson dans l’eau salée établie 
d’aprés certaines régles et que, aprés un certain temps, cette 
macération est devenue elle-méme du Nuoc-mam, nous pour- 
rons nous rendre compte du travail effectué en comparant la 
composition chimique du liquide salé aprés quelques jours de 
macération, pris comme point de départ, avec la composition 
chimique dun Nuoc-mam commercial dont la préparation a 
demandé une macération de plusieurs mois et qui naturelle- 
ment peut étre pris comme point d’arrivée. 

L’analyse chimique nous donne les résultats suivants : 

Jus salé 


de10 jours Nuoc-mam 


Reéactionrd Webvunetey se ots Wii ee hours he + _ 
(intense) (nulle) 


Azote total (matiére azotée dissoute). . 1,20p.100 2,30 p.100 


Pour 100 d'azote total dissous : 


Azote des albumines et des albumoses. . Aird 0 
Azotestitrable au formol, <)>... 3. : 30 58,7 
INGHOWWS: TUAMTNOENCANI 5 B65 of A oO OO 8 47 
Azote dessacides amines, 05... «se . = 22 44,7 


Par examen du tableau comparatif ci-dessus, on voit que le 
travail effectué dans la formation du Nuoc-mam se traduit : 

1° par une dissolution de matiére azolée ; 

2° par la disparition de l’albumine et des albumoses et en 
eénéral’des produits biurétiques ; 
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3° par augmentation de l’azote litrable au formol, ce qui 
rend compte a la fois de l'azote ammoniacal et des acides 
aminés. 

Le travail effectué dans la formation du Nuoc-mam est done 
essentiellement une dissolution de matiére azotée suivie d'une 
dégradation intense de cette matiére azotée. 

On peut le comparer au travail qui s’effectue dans les longues 
digestions trypsiques ou lors de hydrolyse acide des matiéres 
albuminoides. 


Préparation du Nuoc-mam au laboratoire. 
Résultats obtenus. 


Il nous a paru utile d’essayer en premier lieu de préparer 
du Nuoc-mam & partir du poisson et du sel. Au cours de cette 
préparation nous pourrions isoler les différents agents en pré- 
sence et déterminer leur action sur les protéiques dans les 
conditions de milieu semblables 4 celles qui sont réalisées 
dans la préparation industrielle du Nuoc-mam. 

Pour réaliser cette préparation au laboratoire nous avons 
adopté sur les conseils du professeur Legroux le dispositif 
suivant : 

Une cuve en poterie vernissée d’une contenance de 4 litres 
environ pourvue d’une ouverture a la partie inférieure de sa 
paroi cylindrique a été garnie de couches alternatives de pois- 
son et de sel. Ces sardines (espéce de poisson choisi) ont été 
coupées au couteau puis salées. D’autre part, a la partie infé- 
rieure de la cuve, devant l’ouverture, a été placée une sorte de 
filtre dégrossisseur formé de minces copeaux de bois et de 
coquilles pilées. Avant remplissage, le fond de la cuve a été 
garni d'une couche de sel, de méme que, aprésremplissage, une 
certaine quantité de sel a été employée 4 saupoudrer la surface 
terminale de la masse de poisson salé en contact avec lair. Le 
dispositif a été complété par l'addition d'un systéme destiné & 
presser la masse de poisson. Il est composé d'une plaque circu- 
laire de bois percée de trous sur laquelle agit, par l’intermé- 
diaire d’un cylindre de bois, une tige métallique filetée, verti- 
cale, traversant une planchette horizontale qui la maintient et 
qui elle-méme est fixée aux rebords supérieurs de la cuve. 
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Le tout a été placé & la température moyenne de + 20° 
a 22°. 

En utilisant des proportions différentes de sardine et de sel 
nous avons élabli ainsi trois cuves dont les jus salés avaient 
des taux de sel respectivement égaux a 30 p. 100, 28,5 p. 100 
et 23 p. 100. 

Pour suivre la marche du travail qui s’effectue dans ces 
conditions, nous avons prélevé a différentes époques dans ces 
différentes cuves le jus salé dans lequel baignait le poisson et 
nous y avons déterminé, p. 100 de liquide, la quantité de la 
matiére azotée totale et la proportion d’azote titrable au formol. 
Les nombres obtenus sont contenus dans le tableau ci-dessous, 


VARIATION, AVEC LE TEMPS, DE L’AZOTE 


roTaL 0/0 DE LIQUIDE TITRABLE AU FORMOL 0/0 DE LIQUIDE 
fT a ere ene | ee a ee 
Jours |Nuoc-mam sok a eel a Nuoc-mam PERE NE coe : 
ree 23 0/0 | 28,5 0/0 | 30 0/0 aoe 23 0/0 | 28,5 0/0 | 30 0/0 
de sel de sel de sel de sel de sel de sel 
3 » 0,81 (),64 0,64 0,20 0,13 0,18 
10 isd k 2 1,23 0,97 » 0,52 (eal?! 0,22 
15 y4 
18 » » » 1,08 » » » 0,25 
20 iN (ahi 1,44 1,20 » 0,82 0,47 0,29 
32 » » » 4 ; 42 » » » 0 ; 9§ 
40 4,99 4,70 oo) » 0,142 0, 64 0,36 
60 2,10 tN iD 1,38 1,26 0,122 0,68 0,43 0,35 


en face de ceux qui rendent compte du travail de formation 
du Nuoc-mam dans son pays d origine. 

La comparaison montre que le travail constaté dans nos expé- 
riences de laboratoire est de méme nature que celui quis ’effectue 
dans l’industrie; il y a dissolution et désintégration de la ma- 
tire albuminoide ect par suite enrichissement des jus salés en 
matériaux azotés, lintensité seule en est différente; elle est 
moindre dans nos expériences. La quantité de matiére azolée 
dissoute est moins giande et la désintégration de cette maticre 
azotée est surtout poussée moins loin. 

La cuve Paris dont la marche se rapproche le plus de celle 
de Saigon est la cuve la moins salée. Mais, fait essentiel, pour 
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toutes ces cuves, dans l’azote titrable au formol qui englobe a 
la fois l’'azote ammoniacal et l’azote des acides aminés, les pro- 
portions relatives d’azote ammoniacal et d’azote des acides ami- 
nés sont celles caractéristiques du Nuoc-mam : |’azole des acides 
aminés est toujours trés supérieur & l’azote ammoniacal; sa 
valeur est sensiblement égale au triple de celle de Vazote 
ammoniacal. 


Agents du travail effectué dans la formation du Nuoc-mam. 


Le travail effectué étant bien une digestion ou hydrolyse des 
matiéres protéiques, on peut supposer qu interviennent soit les 
microbes et leurs diastases protéolytiques, soit les diastases des 
organes digestifs ou des tissus des poissons et, parmi ces der- 
niéres, les diastases du tissu musculaire, principal tissu attaqué. 

Microbes et diastases diverses pouvant avoir cullivé et étre 
passés dans les jus salés qui baignent le poisson, nous allons 
avoir & rechercher la présence de ces divers agents dans ces jus 
salés. Pour cette recherche, nous pratiquerons d’abord un 
examen baclériologique des liquides de macération ou jus 
salés, puis nous mettrons en évidence et mesurerons s'il y a 
lieu les actions protéolytiques de ces liquides et des cultures 
des éléments microbiens que nous y aurons rencontrés. 

Nous passerons ensuite a l’examen des diastases des organes 
digestifs et des tissus. 


1° Jus salés et cultures microbiennes. ~ 


Sil’on fait un examen microscopique d’un liquide de macé- 
ration de 3 jours, on constate a |’état frais comme aprés colora- 
tion quelques coccus ou bacilles. Ces éléments microbiens sont 
peu nombreux ; la densité microbienne des liquides de macéra- 
tion est tres faible. 

Ces examens répétés a différentes périodes, aprés 10 jours, 
20 jours, 30 et 60 jours de macération nous ont donné les 
mémes résultats : la densité microbienne est restée faible et 
dans les cuves les plus salées cette faible densité s’est accentuée 
avec le temps pour devenir nulle a 40 jours. Pour la culture 
des espéces microbiennes, nous avons ensemencé largement 
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les différents liquides salés dans du bouillon salé & différents 
taux (15, 20 et 25 p. 100 de sel); nous n’avons tenu compte que 
des espéces se développant en milieu salé, les jus de macéra- 
tion étant eux-mémes salés. Pour les séparations, nous avons 
utilisé, comme milieu, un bouillon de poisson géloséa 1,5 p. 100 
et saléa15 p. 100. 

Nous donnons ci-dessous les résultats obtenus par I’ensemen- 
cement des différents jus a différentes époques. 


Cuve n° 1 salée a@ 30 p. 100. — Nous avons isolé un bacille 
incurvé, mobile, Gram négatif et un coccus, Gram négatif. 

Dans les liquides de 40 et 60 jours, nous n’avons rien obtenu 
par la culture. 


Cuve n°? 2. Jus salé a 28,5 p. 100. — Dans le liquide de 
3 jours, nous avons isolé un bacille mobile incurvé, Gram 
négatif et un coccus Gram négatif. Les isolements n’ont alors 
pas été poussés plus loin. 


Cuve n° 3. Jus salé a 23 p. 100. — Mémes éléments micro- 
biens que dans les cuves précédentes; mais dans le liquide de 
60 jours nous avons encore isolé un coccus Gram négatit. 


Nuoc-mam commercial dit de Mui-né. — Nous avons ren- 
contré un seul élément: un hacille immobile, Gram né- 


gatif. 


En résumé, nous avons rencontré soit dans les jus salés, soit 
dans le Nuoc-mann commercial, au maximum 3 ou 4 espéces 
susceptibles de se développer en milieu salé. 

Ces résultats nous montrent que les liquides de macération 
salée pauvres en individus microbiens sont aussi pauvres en 
especes microbiennes. On peut dire que, dans ces liquides de 
macération salée, il y a tendance avec le temps vers la dispari- 
tion progressive des microbes. Il semble done a priort que 
Vaction protéolytique constatée dans le travail de formation du 
Nuoc-mam ne puisse étre attribuée pour une part bien grande 
aux éléments microbiens qui persistent dans les jus salés. 
D’ailleurs la mesure de l’action protéolytique des espéces isolées 
comme celle des jus salés qui les renferment nous renseignera 
plus complétement a ce sujet. 
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Nous rechercherons et mesurerons s'il y a lieu cette action 
protéolytique sur la gélatine, l’'albumine d’cuf coagulée et sur 
une solution de peptone. 


2° Actions protéolytiques des jus sales 
et des cultures microbiennes. 


a) Sur ta erating. — Pour mettre en évidence et mesurer 
le pouvoir protéolytique des jus salés et des cultures d’éléments 
microbiens vis-a-vis de la gélatine, nous nous sommes servis 
dune solution de gélatine & 20 p. 100 stérilisée & 110° et 
placée en tubes stérilisés. Chaque tube renferme 2 cent. cubes 
de solution de gélatine. 

On fait agir le jus salé ou la culture microbienne & des doses 
diverses dans différents tubes pendant 30 minutes 4 37-38’; 
puis les tubes de gélatine sont refroidis 5 & 15 minules 4 une 
température bien déterminée (+- 15° par exemple) jusqu’a ce 
qu'un tube témoin ne contenant pas de liquide protéolytique se 
soit solidifié. 

On retire alors les tubes de l'eau & + 15° dans lesquels ils 
baignent et on note aussildt l’aspect des différents tubes et celui 
qui, renfermant la quantité minima de substance protéolytique, 
est resté liquide aprés refroidissement. 

On obtient ainsi la quantité de substance protéolytique sus- 
ceptible d’empécher la solidification de la gélatine et par suite 
le pouvoir protéolytique de cette substance vis-a-vis de la 
gélatine. 

Pour fixer les idées on peut exprimer le pouvoir protéolytique 
d’un liguide par le nombre de centimétres cubes d’une solution 
de gélatine 4 20 p. 100 qui seraient liquéfiés par 1 cent. cube de 
liquide protéolytique. 

La présence d'une forte quanlité de sel dans les jus dont il 
faut déterminer le pouvoir protéolytique vis-a-vis de la eélatine 
peut produire une perturbation dont nous avons cherché a déter- 
miner le sens et lintensité. Nous avons recherché Uaction de 
différentes quantités d’une solution de sel contenant 31,7 p. 100 
de chlorure de sodium, se rapprochant de la composition de 
nos jus salés. 

L’expérience instituée a été la suivante : 
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NUMEROS BiRiai EAU SALEE EAU ETAT DE LA GELATINE 

des tubes Aa 4 31,7 0/0 | distillée otha! er ss Sot i 
G. Cc. Ca Crs Ce c. C. . 

Lis. 2 0,3 ei 4 =| S.F. (solide fouettant). 

re 2 0,5 AS 4 oS. F 

g 2 0,8 4,2 4 Se 1S), 18: 

A 2 4 4 |G. (gélatineux). 

5 2 4,5 0,5 4 2/1. (liquide). 

Gaeive ine 2 2 0 4 idee 

7Témoin| 2 0 2 4 |S. V. (solide vibrant). 


De cette expérience, il résulte qu’aprés refroidissement & 
-+ 15° la gélatine reste liquide lorsqu’on y a incorporé 1 ¢.c.5 
de solution saline saturée. Le sel & une dose assez élevée empé- 
cherait donc la solidification de la gélatine. 

Mais si on conserve 4 la température du laboratoire (18-20°) 
pendant 36 heures les tubes liquides ci-dessus, ils se solidifient 
successivement. L’action du sel se réduit donc a une action 
retardatrice dans la solidification de la gélatine; mais cette 
action retardatrice empéche une mesure exacte de l’action pro- 
téolytique des jus salés. Pendant le temps imposé par le sel a 
la solidification de la gélatine, Vaction diastasique continue et 
empéche toute solidification ultérieure de la gélatine. 

La mesure de l’action diastasique des jus salés par l’action 
sur la gélatine est donc une mesure approchée ; les résultats 
obtenus seront cependant comparables entre eux, étant données 
les quantilés de sel trés voisines incorporées par les jus salés 
a la gélatine dans nos expériences. 

D’autre part action diastasique apparait évidente, en ce sens 
qu'une forte quantité de liquide salé bouilli n’empéche pas la 
solidification ultérieure de la gélatine. 


Voici le dispositif et les résultats d'une expérience relative a 
la mesure du pouvoir protéolytique dun liquide salé recueilli 
apres une macération de 10 jours : 
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NUMEROS } GELATINE | JUS SALE (28 ETAT DES TUBES 
: 3 distillée TOTAL ane 
des tubes | 4200/0 |de10jours} 14 .icee aprés refroidissement 
es —— 
c. Cc. c. Cc. c. c. 
At 2 0,1 1,9 4 _| S. F. (solide fouettant). 
2 2 0,2 1,8 4 = S15, 
che 2 0,3 {,7 4 2 | 1/2 liquide. 
&, 2 0,4 1,6 i | L. (liquide). 
Sis 2 0,5 il A 4 he Ws 
Gi) 2 0,6 1,4 4 sol else 
ee 2 0,7 ‘3 4) StL. 
Suess 2 0,8 1,2 4 =H fe Ue 
onl 2 0 2 4 =| S. V. (solide vibrant). 
p \ Liquide ed Wa et 
LOS 2 ast ouilli> 1,2 4 5: HS puls: Soave 
0,8 


| | 


De cette expérience il résulte que en 30 minutes 0c.c. 4 de 
liquide de macération ou jus salé de 10 jours liquéfie 2 cent. 
cubes d'une solution de gélatine & 20 p. 100. D’aprés la notation 
adoptée le pouvoir protéolytique de ce jus salé vis-a-vis de la 
gélatine serait exprimé par le nombre 10. 

En appliquant cette méthode de mesure a divers jus salés, au 
Nuoc-mam terminé et aux cultures des especes microbiennes 
isolées, nous avons vbtenu les résultats ci-dessous : 


Pouvoir 
protéolytique 
Jus salé de 10 jours (cuve 4300/0 de sel)... 40 (0 c.c. 4 
Jus salé de 19 jours (cuve a 300/0 de sel). . . 413 (O"ee23 
Jus salé de 3 et 10 jours (cuve a 28,5 0/0 de sel). 7 (0 c.c. 6 
Jus salé de 3 et 10 jours (cuve a 23 0/0 de sel). 8 (Oreres5 liquéfiant 
Nuoc-mam dit Ba-Xi (préparation 1916)... . 4 (1c.c.0f 966. deral 
Nuoc-mam dit Mui-Né (préparation 1918). 8 (Onere5 Ale Jelnnas 
Culture filtrée de Coccus Gram-négatif.. 2. 0 4 20 0/0 
— de Bacille mobile incurvé Gram- F 
Macatilis amu me eetemr merce: i 2 (2 ¢.c.) 
-- de Bacille immobile Gram-né- 
Sallie). ee coc 2 = 


Nous voyons par ces résultats que les liquides de macération 
des jus salés et le Nuoc-mam terminé ont une action protéoty- 
tique sur la gélatine; parmi les microbes isolés, l’un est exempt 
de pouvoir protéolytique, les autres sont protéolytiques mais a 
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un degré moindre que les jus salés. De plus ces jus salés sont 
des cultures microbiennes trés pauvres: ils ne tiennent done 
pas des seuls microbes leur pouvoir protéolytique. 

6) ALBUMINE p’@ur coaGuLée. — Pour rechercher le pouvoir 
protéolytique nous avons utilisé la méthode des tubes de 
Mett et celle des cubes d’albumine d’wuf coagulée. 

Pour le Nuoc-mam, les jus salés, les cultures microbiennes 
filtrées, les résultats ont 6té négatifs : ilne s'est produit aucune 
attaque appréciable de l’'albumine coagulée. 

c) ALBUMOSES ET PEPTONES (Solution de peptone pepsique). — 
Il pouvait étre intéressant de se rendre compte si les jus salés 
possédaient une action hydrolysante sur des albuminoides déja 
dégradés. Ces albuminoides déji dégradés nous ont été fournis 
par une solution de peptone pepsique. Si on ajoute 1 cent. cube 
de jus salé a5 cent. cubes d'une solution de peptone pepsique 
a 20 p. 100, on voit qu’aprés 24 heures a l’étuve le taux des 
acides aminés de la solution de peptone n’est pas augmenté. 

Les jus salés sont sans action appréciable sur la peptone en 
24 heures. 

Il résulte de cet ensemble de recherches que les jus salés 
comme les cultures des microbes qu’ils renferment sont sans 
action appréciable sur l’albumine coagulée et la peptone; ils 
possédent seulement une action liquéfiante sur la matiére pro- 
téique trés particuliére qu’est la gélatine. L’action protéolytique 
importante qui s’opére dans le Nuoc-mam nest donc pas l’'apa- 
nage desjus salés. Elle n'est pas davantage l’apanage des especes 
microbiennes qui y ont été rencontrées. 


3° Diastases des organes digestifs et du tissu musculaire. 
Plasmolyse chloroformique et glyceérique. 


1° Actions protéoLtyTigues. — Pour obtenir ces diastases nous 
nous sommes adressés a la plasmolyse chloroformique et gly- 
cérique d’abord du poisson entier, puis séparément du tissu 
musculaire et des organes digeslifs de ce méme poisson. 


Plasmolyse chloroformique. — Nous avons pris et broyé : 
Sardine entiére. ........ . 350 grammes. 
Muscle de sardine.......=. 300 — 


Organes digestifs. ........ 4120 — 
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Nous avons placé chacune des trois pates obtenues dans un 
nouet. Les trois nouets ont été suspendus & un support et 
placés dans une cloche a vide. Au-dessous de chacun des nouels 
ont été disposées trois boites de Petri sans couvercle et entre 
ces trois boites un flacon & large ouverture contenant du chlo- 
forme. Nous avons fait le vide et recueilli apres 24 heures 
Vexsudat des nouets écoulé dans les boites de Petri. Chacun des 
exsudats a été filtré, dilué au 1/10 et nous avons institué 
lexpérience suivante : 


Action des exsudats chloroformiques sur la gélatine. 


RR A GET TES SS SET TEES EE EE I Re SE TR LIL SE EI EE MEDELITE SLI LE LITE ETEEOCLELET | 
SOLUTION] pxsupat] EAU ETAT DE LA GELATINE 


gélatine dilué distillée TOTAL apres 
4200/0 | au 1/10 |stérilisée refroidissement 


a) EXSODATS DE 
Poisson entier . 
Muscle . 


4 Pétuye a-+-37°-40° 30m. 


Liquide. 
Solide. 
Liquide. 


Organes digestifs. 


6) EXSUDATS BOUILLIS 
DE 


Poisson entier . 
Organes digestifs. 
Muscle . 


Solide. 


Cette expérience montre que les exsudats chloroformiques du 
poisson entier et des organes digestifs possedent une action 
protéolytique d'origine diastasique; que lexsudat chlorofor- 
mique de muscle est, dans les conditions de l’expérience, sans 
action protéolytique sur la gélatine. 

Le pouvoir protéolytique des exsudats chloroformiques du 
poisson entier et des organes digestifs serait au moins égal — 
d’aprés le mode d’expression choisi — & 400. 

Plasmolyse glycérique. — Les exsudats chlorotormiques qui 
libérent plus ou moins les diastases fixées aux différents 
organes ou tissus sont de conservation difficile; aussi nous 
sommes-nous adressés pour avoir un liquide diastasique stable 
aux extraits glycérinés d’organes ou de tissus. Pour le préparer, 
nous avons pris: 
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Sardinesentiere broyée, . i. <0. - 305 grammes. 
Muscle broyé de sardine... .. 290 _ 
Organes digestifs broyés .. . . . 150 _ 


Nousavons mis chacun de ces divers produits broyés en mace 
ration pendant 48 heures dans un poids égal de glycérine & 30°. 
Aprés 48 heures, nous avons filtré & l’étuve & 37-38° avec le 
papier a filtrer Chardin et obtenu trois liquides clairs dont le 
pouvoir diastasique a été recherché et déterminé. Nous avons 
constaté que, lorsque ce pouvoir diastasique existait, il se 
conservait encore identique 4 ce qu il était aprés 2 ou 3 mois 
de préparation. 

Ces extraits glycérinés sont cependant moins actifs que les 
exsudats chloroformiques. Voici les résullats que nous a donnés 
une premiére expérience. 


1° Action des extraits glycéerinés sur la gélatine. 


en DILUTION! FAU ETAT DE LA GELATINE 
de Sa tepte RIP Bei A E 
EXTRAITS DE gélatine extrait i) TOTAL aprés 

4200/0 | au 1/10 | stérilisée refroidissement, 

c.c c.c c. Cc. c. c. S 
Poisson entier . . 2 0,9 4,4 4 a | Solide fouettant. 
. = 9 
Organes digestifs.| 2 0,9 1,4 4  \~| Gélatineux. 
ca) x A : 

Miasclest as. oo. 5). 2 0,9 4,1 4 3 Solide vibrant. 
AMeanoynay . 4 6 2, » ») 4, es cms 


On voit que Vextrait glycériné de muscle reste toujours sans 
action sur la gélatine, et pour un volume de dilution utilisée 
9 fois plus grand que celui employé avec les exsudats chloro- 
formiques, il n’y a qu’une action protéolytique légere pour les 
extraits de poisson entier, un peu plus forte pour les extraits 
d’organes digestifs. 

Le pouvoir protéolytique des extraits d’organes digestifs 
serait représenté au maximum par le nombre 44 au leu du 
nombre 400 pour les exsudats chloroformiques. 

Une deuxiéme expérience va préciser les valeurs respectives 
du pouvoir proléolytique des extraits glycérinés de poisson 
entier, d’organes digestifs et de muscles. Kn voici le dispositif 
et les résultats : 


42 
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SOLUTION) | oparp| . EAU ETAT DE LA GELATINE 
eT distillée | TOTAL aprés 


EXTRAITS DE i 
glycériné| stérilisée refroidissement 


gélatine 
4 20 0/0 


Q 


bh bh PO DO pS po: 


Solide fouettant. 
Gélatineux. 
Liquide visqueux. 
Liquide. 

Solide vibrant. 


me 


Poisson entier . . 


Organes digestifs. 


Muscles. . 


to = PM =o 
moO om 


PS 


On oC 1 ia se 4. 
~~ : 


oe, 
= 


me oe 


Solide vibrant. 


Témoin. 


bo 
(Yo —| 
S255 
wo —F woe 
1 
30 minutes A 379-400, 


bo 


Dans les conditions de l’expérience, |’extrait de muscle est 
resté inactif au point de vue protéolyse de la gélatine, l’extrait 
Vorganes digestifs posséde un pouvoir égal a 40; celui de l’ex- 
trait glycériné de poisson entier que cetle expérience ne déter- 
mine pas avec précision est sensiblement inférieur, assez voisin 
de la moitié du pouvoir protéolytique de l’extrait glycériné 
dorganes digestifs. 

Les extraits glycérinés de poisson entier se présentantcomme 
une dilution des extraits glycérinés des organes digestifs, dans 
les expériences suivantes pour la recherche de l’action sur 
lalbumine d’ceuf et les albumoses nous ne considérerons plus. 
que les extraits d’organes digestifs et ceux de muscle. 


2° Action protéolytique sur l’albumine d’ceuf coagulée. 


a) EXTRAITS D’ORGANES DIGESTIFS. — On ajoute dans deux tubes 
contenant 1 cent. cube d’eau physiologique et un cube de blanc 
doeuf coagulé 0 c.c. 2 d’extrait glycériné; d’autre part on 
établit un tube témoin dans lequel on ajoute, au lieu d’extrait 
glycériné, 0 c.c. 2 de glycérine pure. On additionne de toluol 
les 3 tubes obtenus et on les porte & l’étuve & 37-38°. Aprés 
24 heures de séjour 4 !’éluve, on constate que les cubes d’albu- 
mine se ratatinent, deviennent jaunatres et transparents. Aprés 
3 jours le phénoméne s'est accentué. Si l’on soumet a l’analyse 
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Je liquide de chacun des 3 tubes on obtient les résultats expri- 
més ci-dessous : 


Tube témoin Tube 1 Tube 2 
Acidité 4 la phtaléine en SO*II? N/10. . 0 DCs@o 8 WCxCs 3 
Azote titrable au formol en NaOH N/10. 0 0c.c. 8 exe, 4 


Les résultats de l’analyse confirment l’examen macroscopique 
des cubes de blanc d’ceuf, il y a eu dégradation et par suite 
digestion de l'albumine coagulée. 

6) Exrkairs DE TISsu MuscULAIRE. — Si lon ajoute V a 
X gouttes d’extrait glycériné de muscles de sardine dans des 
tubes contenant un cube d’albumine d’wuf coagulée baignant 
dans l'eau physiologique addilionnée de toluéne, on constate 
qu’aprés 20 heures de séjour a l’étuve 4 37-38”, il n’y a aucune 
modification dans l'état extérieur des cubes d’albumine, alors 
que le cube d'un tube témoin additionné d’extrait glycériné 
d’organes digestifs est devenu transparent. 

Aprés 8 jours il n'y a pas davantage de modification. 

Les extraits musculaires n'ont pas ainsi d’action appréciable 
sur l’albumine coagulée. 


3° Action protéolytique sur les albumoses et les peptones. 


a) EXTRAITS D ORGANES DIGESTIFs. — On utilise une peptone 
pepsique riche en albumoses et produits biurétiques. En l’espéce, 
nous avons utilisé la peptone Chapoteaut. On prépare une 
solution de cette peptone & 2 p. 100 environ et on la neutralise 
par addilion d'une solution normale ou décinormale de soude. 
Il faut environ 1c. c. 5 de solution normale de soude pour 
neutraliser 100 cent. cubes de solution de peptone & 2 p. 100. 
Il reste & faire agir les extraits glycérinés sur la solution de 
peptone. On utilise des tubes contenant 5 cent. cubes de solu- 
tion et on dispose l’expérience ainsi qu'il suit : 

Solution Extraits 


neutralisée g@lycérinés 
Ns depeptone d'organes 


destubes a 2 0/0 digestifs Toluéne 
oI 5 c.c. Xgouttes. X gouttes. Témoin’a analyser immédiatement 
2 5 c¢.c. X gouttes. X gouttes. } Témoina porter d’abord a 10™ a 100°. 
3 SUC: X gouttes. x gouttes. A Vétuye a + 28-300. 
4 BY KOste X gouttes. X gouttes. 
5 5 ¢.c. X gouttes. X gouttes. 
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La détermination de l’acidité et de l’azote titrable au formol 
dans chacun des tubes ci-dessus a donné les résultats suivants : 


Azote titrable 

Acidité au formol 
(enc.c.de (enc.c. de 
soude N/10) soude N/10) 


Tube 1. Témoin analysé aprés addition de l’extrait 


glycériné et sans séjour a létuve-. . . 0 Cac. ihe. Ga3 
Tube 2. Témoin porté 10 minutes a 100°, puis ayant 

séjourné 22 heures a l’étuve a 28-30°. . 0c.c.4 LL CeRS 
Tube 3. Apres 22 heures a l’étuve & 28-30°.. .. . Olenens SIG Che 
Tube 4. Id. ewe 0c.c.4 3,CsCus 
Tube 5. Aprés 72 heures a l’étuve 4 28-30°.... . Oc.c.4 4¢€.¢.4 


Si nous considérons !’azole titrable au formol dans les diffé- 
rents tubes, nous voyons que le tube n° 2, porté & 100° pendant 
dix minutes, posséde une teneur en azole formol trés voisine de 
celle du tube témoin n° 1 dont l’analyse a été pratiquée immé- 
diatement aprés l’addition d’extrait glycériné. Dans les deux 
tubes témoins l’azote titrable au formol n’a donc pas sensible- 
ment varié. 

Par contre dans les tubes 3 et 4, aprés 22 heures & l’étuve a 
28°-30°, azote titrable au formol exprimé en cent. cubes de 
soude décinormale est passé de 1,3 4 3,6; la teneur en acides 
aminés de ces tubes a triplé. 

Si l'on augmente la durée du séjour & létuve (tube 5), la 
teneur en acides aminés augmente encore. Il y a donc de la 
part des extraits glycérinés une aclion diastasique qui se 
traduit dans les tubes 3, 4 et 5 par une forte augmentation de 
la teneur en acides aminés de la solution de peptone. 

Si d’autre part on introduit dans trois tubes différents 


Lessive de soude...... 40 cent. cubes 
Sulfate de cuivrea2p.100 . III gouttes 


et qu'on ajoute dans le premier de ces tubes X gouttes de solution 
de peptone provenant d’un tube témoin n° 4, dans le second et 
dans le troisiéme respectivement X gouttes de solution prove- 
nant d'un tube n° 4 et X gouttes de solution provenant d’un 
tube n° 5, on constate que la réaction du biuret est intense 
dans le premier tube, faible dans le second, nulle dans le troi- 
siéme. 
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Ces diverses valeurs de la réaction du biuret nous montrent que 
sous l’influence des extraits glycérinés, il y a pendant le séjour 
i l’étuve appauvrissement des solutions de peptone en produits 
biurétiques, alors que le dosage de l’azote formol nous avait 
montré Venrichissement de ces solutions en acides ami- 
nés. 

Ces deux constatations démontrent l'aclivité diastasique des 
extraits glycérinés, activité qui, en l'espece, est semblable a 
celle qui est en jeu dans le travail érepsique. 

6) Exrrairs Gtycirinés pe muscLe. — L’activité diastasique 
des extraits musculaires que nous avons jusqu’a présent trouvée 
nulle dans nos expériences soit sur la gélatine, soit sur l’albu- 
mine d’euf coagulée (et pour celle-ci macroscopiquement tout 
au moins), prend ici une valeur appréciable. 

C’est ainsi que dans une expérience d’une durée de vingt- 
deux heures, l’azote titrable au formol de 5 cent. cubes d’une 
solution neutralisée de peptone est passé de 1 cent. cube a 
1c. c. 35 (différence en plus 0c. c. 35). Dans une expérience 
de quarante-huil heures mise a l’abri le plus possible de lacti- 
vitém icrobienne par l’addilion répétée de X gouttes de toluéne, 
azote titrable au formol de la solution de peptone est passé de 
1c.c.3a1c. c. 95 (différence en plus 0,65). 

Nous avons yu qu’en vingt-deux heures l’activité diastasique 
des extraits d’organes digestifs était mesurée par le passage de 
Vazote titrable au formol dans la solution de peptone de 1,3 a 
3,9 (différence en plus 2,6). Si l’on voulait établir une relation 
entre l’activité diastasique des extraits d’organes digestifs et celle 
des extraits musculaires en se basant sur l’augmentation de 
lazote titrable au formol, l’activité des extraits d’organes 
digestifs étant faite égale & 10, celle des extraits musculaires 
serait égale a 1,3. 

Une expérience comparable donne comme mesure de l'activité 
des extrails de poisson entier le passage de l’azote titrable au 
formol de 1,35 & 2,85 (différence en plus 1,50). L’activité des 
extraits de poisson entier comparée & celle des extraits d’organes 
digestifs égale 4 10 serait de 5,8. 

En résumé, de l'ensemble de ces recherches sur les actions 
protéolytiques, il résulte que seuls les extraits glycérinés 
renfermant les sucs des organes digestifs agissent a la fois et 
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d'une maniére appréciable sur la gélatine, sur l’albumine 
coagulée et la peplone pepsique. . 

Ces extraits renferment donc les seuls agents capables de 
conduire une substance albuminoide par dégradations succes- 
sives jusqu’au stade acides aminés, et ces agents sont done les 
seuls capables de produire la digestion tres compléte qui 
s'effectue dans le travail de formation du Nuoc-mam. 

Comme d’autre part, les jus salés sont inactifs sur l’albumine 
coagulée, il reste que les sucs digestifs exercent eux-mémes 
directement leur action sur les tissus, sans l’‘intermédiaire des 
jus salés. Le rdle de ces derniers parait ¢tre un simple rédle de 
protection vis-a-vis des microbes. Leur inactivilé diastasique 
explique que dans une série d’expériences ou des cuves de 
poisson salé slérilisées ont été ensemencées avec des jus salés 
de treize jours, vingt-trois jours et trente-trois jours de macé- 
ration, le taux de l’azote total et de lazote formol des jus n/ait 
pas sensiblement varié. 

I] n'y a pas eu action digestive, il n'y a pas eu formation de 
Nuoc-mam. 


Influence de la variation du milieu sur l'activité diastasique 
des extraits glycérinés d’organes digestifs. 


Les agents de la formation du Nuoc-mam ayant été mis en 
évidence, il est nécessaire, afin d’obtenir quelques indications 
sur les conditions & réaliser dans une fabrication rationnelle du 
Nuoc-mam, de rechercher ‘influence des conditions de milieu 
sur l’activité des extraits glycérinés d’organes digestifs. 

Nous envisagerons successivement : 


1° La température ; 
2° La réaction: 
3° Le taux du sel. 


Tempérarcre. — Pour la mesure de l'action protéolytique des 
extraits glycérinés & diverses tempéralures nous nous sommes 
adressés & la solution de gélatine & 20 p. 100. 

Nous avons pris 20 tubes de gélatine et les avons constitués 
en quatre séries. 

Dans quatre des tubes de chaque série, nous avons mis la 
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méme quantité d’extrait glycériné, soit 0 c.c. 2. Le cinquiéme 
tube dépourvu d’extrait glycériné constituait un tube témoin. 

Chacune des séries de cing tubes a été respectivemenl portée 
dans quatre bains-marie réglés aux températures de + 28°, 
+ 36°, + 44° et +.52°, | 

Les tubes étaient successivement retirés des bains-marie 
apres quinze, trente, quarante-cing et quatre-vingt-dix minutes 
et examinés aprés refroidissement & + 15°. 

Voici les résultats obtenus : 


B.M.a280 B.M. 436° B.M. a 44° B.M.a52° 
Tube refroidi aprés : — _ — -— 
15 minutes de séjour au B.-M. Solide.  Solide. Solide Gélatine. 
fouettant. 
30 o — Solide.  Solide Liquide Liquide. 
fouettanl. visqueux. 
45 ~ — Solide. Liquide Liquide. » 
visqueux. 
90 _— —_ Solide. Liquide. » » 
‘Témoin aprés 90 minutes . . Solide.  Solide. Solide. Solide. 


L’action liquéfiante des extraits glycérinés augmente donc 
‘avec la température de + 28° & + 52°. 

Si lon dose l'azote dans un tube aprés quatre-vingt-dix mi- 
nutes de séjour au bain-marie on obtient les nombres suivants : 


Azote titrable au formol Azote des acides aminés formés 
en c.c. de NaOHN/10 enc.c. de NaOH N/t0 
“Tube aprés 90 minutes a 28°. . . 0,45 0,63 
= BOG a. 0,60 0,84 
—_— KOM 0,65 0,91 
_ WAN BG 0,65 0,94 
spubestemoinw eee o52o.an ea OULU » 


L’oplimum d'action pour la température est compris entre 
36° et 44°. 


Reaction. — Pour la mesure de l’influence de la réaction du 
milieu comme pour la mesure de influence du taux du sel sur 
l'activité des extrails glycérinés, nous nous sommes servis des 
cubes d’albumine d’euf coagulée, matériel moins sensible aux 
différents agents chimiques que la gélatine. 

a) Action de l'acidité. — Nous avons constaté qu'une acidité 
méme trés faible diminue sensiblement la protéolyse. Cest 
ainsi que si l’on ajoute & un tube contenant 1 cent. cube d’eau 
physiologique un cube de blanc d’euf coagulé et V gouttes 
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(extrait glycérinég d’organes digestifs, activité diastasique 
passe de 100 pour le tube non acidifié & 80 pour le tube acidifié. 

Dans une série de tubes contenant un cube d’albumine d’wuf 
coagulée baignant dans l’eau physiologique nous avons ajouté 
une méme quantité d’extrait glycériné (V gouttes) et des doses 
croissantes d’acide chlorhydrique. Nous avons porté a l’étuve a 
37-38°, pendant vingt heures, et dosé par le titrage au formol 
la quantité d’acides aminés formés aprés ce séjour a l’étuve. Le 
titrage au formol nous a donné des doses décroissantes 
dacides aminés. 

En fonction des doses d’acide pour 1.000 qui représentent le 
degré d’acidité du milieu, l’azote titrable au formol exprimé en 
cent. cubes de soude décinormale a les valeurs ci-dessous : 


Variation du pouvoir protéolytique des extraits glycérinés 
en milieu acide sur cubes d’albumine. 


ACIDE P. 100 AZOTE DES ACIDES AMINES FORMES 
en HCl en c.c. de NaOH N/1L0 

0 1 

(ORsin 0,8 
OF33 0,6 
0,47 0,5 
0,60 (ts) 
4,20 0,4 
1,80 0,35 
2,20 0,3 


La chute de la courbe commence dés la neutralité disparue. 
a) A/calinité. — En fonction, l’alcalinité du milieu (obtenue 
par addition de soude décinormale), l’azote titrable au formol 
déterminé aprés séjour des tubes alcalinisés et additionnés 
d’extraits glycérinés, a l’étuve & 37-38°, a les valeurs suivantes : 


Variation du pouvoir protéolytique des extraits glycérinés 
en milieu alcalin. 


ALCALINITE P. 100 AZOTE DES ACIDES AMINES FORMES 
en NaOH en c.c. de NaOH N/10 
0 4 
0,19 al 
0,36 4N-0 
0,52 A 
0,67 lay) 
1e33 1,0 
2,00 0,6 
2,40 0,5 
2 70 0.4 
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au contraire de ce que nous avons observé pour les tubes aci- 
difiés, une faible alcalinité augmente l’action diastasique. 

Alors qu’avec une acidité de 0,60 p.100 en HCI nous diminuons 
Vactivité diastasique de moitié, avec un milieu dont l’alcalinité 
est au début dutravail de 0,67 p. 1.000 en NaOH, Vactivité dias- 
tasique est supérieure 4 celle qui se produit dans un milieu 
neutre. 

I] faut noter qu’a la fin du travail diastasique, lorsque nous 
opérons le titrage de l’azote formol, Je milieu est acide non 
seulement dans les tubes acides et neutres au début du travail, 
mais aussi dans les tubes alcalins ot I'activité diastasique n'a 
pas été diminuée, ainsi qu’on peut s’en rendre compte par 
examen du tableau ci-dessous : 


TUBES NEUTRES AU DEBUT TUBES ACIDES AU DEBUT TUBES ALCALINS AU DEBUT 
eS | a a — eae Ree a aN 
acidité | travail See a eval alcali- 

? HCl ‘ nité jacidité 
diasta- Pe NN ESN an 
finale 


sique début } finale | sique début sique 


travail 
diasta - 


No 1 |0,37 °/oo 0,56 
Ne 2 10,37 °/oo 36 | 0,56 

5 0,56 
0,18 


alcalin 


On voit qu’a la fin de l’hydrolyse, la réaction dans les tubes 
n°? 1 a n° 6 — neutres, acides ou alcalins au début — est acide. 

Le travail diastasique s’effectue donc pour une bonne part en 
milieu acide, mais pour une acidilté surajoutée trés faible au 
début, le travail est géné; il est favorisé par une alcalinité de 
début légére. 

C’est avec cette réserve qu’on peut conclure que les extraits 
elycérinés agissent en milieu neutre ou alcalin. 

L’optimum d'action se trouve atteint pour un milieu dont 
Valcalinité est au début du travail de 0,36 a 0,67 de soude pour 
4.000. Avec une alcalinité de 1,33 p. 1.000, le double environ, 
laction protéolytique diminue; elle reste cependant égale a 
celle qui se produit lorsque le milieu est neutre. Pour une dose 
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d’alcali plus forte, V'activité diastasique dimimue encore et 
devient inférieure a celle obtenue en milieu neutre. 


AcTION DU SEL. — @) Cubes d'albumine d’euf. — Pour la 
mesure de l’influence du sel sur l’activilé diastasique des extraits 
glycérinés, nous avons additionné le liquide dans lequel 
baignent nos cubes d’albumine de quantités différentes de solu- 
tion salée et d’eau distillée de facon a réaliser quatre taux de 
salure différents. Dans ces milieux différemment salés nous 
avons ajouté extrait glycériné et toluol et porté a létuve a 
37°-38°. 

Un tube témoin porté a l’ébullition nous a donné lazote 
titrable au formol initial di a extrait glycériné. 

Le tableau ci-dessus rend compte du dispositif employé pour 
V'expérience ainsi que des résultats obtenus. 


AZOTE TITRABLE 
EXPRAIT AU FORMOL 
3 2 en ¢.c. 
GLYCERINE 
le N N 

ixpoutes th oo ee 

ee 
ilisd ie 2 dia 
4 31,7 |stérilisée nilieu TOLUOL ; Vaetinite 
X gouttes Total 


EAU EAU SALURE 


SALEE | DISTILLEX# du 


FAU PHYSIOLOGIQUE 
et cube d'albumine 


dias- 
tasique 


0,70 


a létuve 0,55 


& 37°-38° 0,45 


24 heures 0,40 


A l’ébulli- 
(témoin) tion. 


Nous voyons par ces résultats que l’activité diastasique 
décroit & mesure que le taux du sel augmente. Pour un taux 
de sel de 21 p. 100 tres fréquemment rencontré pour les jus 
salés dans la fabrication du Nuoc-mam, l’activité diastasique 
est le tiers environ de cette méme activité dans un liquide 
pratiquement non salé. 


b) Peptone. — Nous avons vu que dans le Nuoc-mam, les 
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albumoses et, d’une maniére générale, les produits biurétiques 
disparaissaient pour faire place aux acides aminés. 

L’action du sel étant particuligrement importante et se conti- 
nuant dans la préparation du Nuoc-mam alors que l’activité 
diastasique peptonisante est devenue une activité diastasique 
érepsique, il nous a paru nécessaire de vérifier si l’action du sel 
est du méme ordre sur cette nouvelle forme d'activilé. 

Nous avons donc mesuré ]’influence du sel sur l’activité dias- 
tasique des extraits glycérinés vis-a-vis de la peptone. 

Les résultats obtenus sont les suivants : 


Azote titrable au formol Azote titrable Azote titrable 
aprés 20 heures au formol au formol 
Taux du sel de séjour a l’étuve du représentant 
du milieu & 37°=38° tube témoin lactivité diastasique 
0 ay) A 2 
8 0/0 an 05 13 1,65 
41 0/0 2,5 Ae3 4,2 
16 0/0 2,35 la} AMla(}s) 
21 0/0 eo 1,3 0,6 


Nous voyons par le tableau ci-dessus que, comme dans 
Yaction sur l’albumine d’ceuf, V’activité diastasique sur la 
peptone diminue & mesure que le taux du sel augmente. Elle 
est ramenée pour un taux du sel de 21 p. 100 sensiblement au 
tiers de sa valeur dans une solution pratiquement exempte de 
sel 


Action comparée de doses fortes et de doses faibles de sel 
dans la préparation du Nuoc-mam. 


Le sel géne l’action diastasique ; nous venons de le constater 
par l'action directe des ferments sur les cubes d’albumine 
d’ceuf coagulée, dans un milieu maintenu a l’abri de l’action 
microbienne par l’addition 4 ce milieu de quelques gouttes de 
toluéne. 

D’autre part, nous avons vu, par les cuves trés salées 
auxquelles nous nous sommes adressés pour préparer notre 
Nuoc-mam expérimental, que ces cuves trés salées étaient a 
peu prés exemptesde microbes, que le produit du travail de ces 
cuves avail été obtenu pratiquement sans le secours du travail 
microbien. 
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Recherchons maintenant en faisant baigner du poisson dans 
des jus moins fortement salés ce qu il adviendra de ce poisson 
et de ces jus, ce que sera au point de vue bactériologique et au 
point de vue chimique le liquide obtenu. La composition chi- 
mique de ce liquide rendra compte du travail effectué et 
examen bactériologique montrera les agents en cause. 

Nous avons institué 3 « cuves » réduiltes comme matériel & 
de simples tubes & essais larges et garnis de solutions salines 
de richesses en sel différentes dans lesquelles baignait un seul 
poisson. Pour éviter I’évaporation et nous rapprocher des 
conditions de fabrication du Nuoc-mam ov la surface supérieure 
de la masse de poisson se recouvre d’une couche d’huile nous 
avons ajouté dans les tubes 1/2 cent. cube d’huile de vase- 
line. 

Nous avons laissé en contact poisson et liquide salin pendant 
un mois. Aprés cinq jours de contact, dans tous les tubes le 
liquide s’est troublé, une activité protéolytique assez forte se 
manifeste ; les chairs se dissolvent, le poisson se désagrége et 
une forte odeur, tantdt simplement putride, tantét aromatique, 
aussi se dégage. 

Si on pratique un examen bactériologique du liquide des 
trois tubes, on rencontre pour ces trois tubes une flore micro- 
bienne abondante qui, & un examen direct, parait formée en 
majorité de bacilles mobiles auxquels s’ajoutent de rares 
coccus. 

Par l'ensemencement en milieux non salés de quelques 
gouttes des différents liquides on obtient des colonies des 
individus suivants : 


Proteus, 

Bacille Gram-posilif. 

Coccobacille Gram-négatif, 
Leptothrix type subtilis Gram-positif, 
Spirille Gram-négatif, 

Staphylocoque blanc et jaune. 


La flore microbienne est, comme on le voit, assez variée et il 
est évident que, dans le travail de protéolyse effectué sur le 
poisson, le travail microbien sera intervenu d’une maniére 
importante sinon prépondérante. 
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Protéolyse microbienne et protéolyse diastasique de l’albumine coagulée. 


CUBE D’ALBUMINE COAGULKE : 


Digestion par diastase Digestion par microbes 
(extraits glycérinés) aprés 15 jours 
SO Ee 
INZOUCRLOtAlM a eno 100 3,78 400 
= TOWN 6 BR Use 2,24 59,2 
— ammoniacal. 0,62 14,8 4,85 48,9 
Eve 5 4 malay 38,5 0,39 40,3 


(La solubilisation de l’albumine [Az total] n’est pas plus intense dans 
laction microbienne que dans l'action diastasique et le taux de la transfor- 
mation en ammoniaque est pres de 4 fois plus élevé.) 


Voyons maintenant la composition chimique aprés un mois 
de macération des différents liquides dont les taux de salure 
sont respectivement de 16,9 p. 100, 13,5 p. 100 et 10 p. 100. 
Nous avons ajouté dans le tableau ci-dessous la composition 
chimique d’un Nuoc-mam d'un mois préparé normalement et 
dont le taux du sel est au moins de 24 p. 100. 


Taux 0/0 d’azote total 
ed 
Azote Ammo- ammo- 
Azote total formol niacal Aminé formo! niacal aminé 


0,48 0,23 59 40 49 


Liquide salé 419,9 0/0 1,20 0/0 0,71 
—_ 43,5 0/0 1,48 0/0 0,94 0,64 0,33 64° 42° 22 
as 40 0/0 41,460/0 0,94 0,73 0,21 64 50 44 


Nuoc-mam nor- 
»mald’'unmois a 24 0/0 1,86 0/0 0,95 0,20 0,75 54 44 40 


‘Parmi les chiffres ci-dessus, ceux des trois derniéres colonnes 
relatifs & la répartition de l’azote sous ses différents élals sont 
particuliérement intéressants. Ces chiffres nous montrent que 
le taux de azote formol augmente avec la diminution du taux 
du sel : il est de 51 p. 100 de l’azote total dans le Nuoc-mam 
normal trés salé contre 64 p. 100 dans les liquides les moins 
salés ; mais ce qui estplus caractérislique de la nature différente 
du travail effectué dans le Nuoc-mam et le liquide moins salé, 
ce sont les valeurs respectives de l’azote ammoniacal et de 
Vazote des acides aminés. 

Le taux de l’azote ammoniacal est de 11 p. 100 de l’azote total 
dans le Nuoc-mam normal (liquide trés salé, travail diastasique) 
et de 40 450 p. 100 dans les liquides peu salés (travail microbien). 

Le taux de l'azote des acides aminés est de 40 p. 100 dans 
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le Nuoc-mam normal, liquide trés salé (travail diastasique) il 
est de 14 4 22 p. 100 dans les liquides moins salés (travail mi- 
crobien). 

Dans le Nuoc-mam, liquide tres saJé (travail diastasique), 
l'azote des acides aminés est tres supérieur a l’azote ammoniacal. 
Dans les liquides peu salés (travail microbien), c’est au contraire 
le taux de l’azote ammoniacal qui est trés supérieur a celui des 
acides aminés. | 

Au point de vue chimique, V’influence d’une dose forte de 
sel dans les liquides de macération se traduit par un taux élevé 
des acides aminés dans ces liguides. L’influence des faibles 
doses de sel dans les liquides de macération se traduit par un 
taux élevé de l’ammoniaque dans ces liquides. 

Quelle est la différence entre les liquides trés salés et les 
liquides moins salés au point de vue nature des agents protéo- 
lytiques. Nousavons constaté que dans nos liquides trés salés les 
éléments microbiens sont rares ou inexistants. Dans les liquides 
peu salés, ils sont au contraire abondants. Dans les liquides trés 
salés, les éléments microbiens n’interviennent pas d’une ma- 
niére appréciable, leur développement étant 2 peu prés nul: le 
travail dans les liquides salés est, ainsi que le montre l’analyse 
chimique, un travail a peu prés entiérement diastasique. Dans 
les liquides peu salés, le développement microbien étant abon- 
dant, le travail microbien se superpose au travail des diastases 
digestives. 

Au point de vue nature des agents protéolytiques l’influence 
de fortes doses de sel se traduit dans les liquides de macéra- 
tion par une flore microbienne pauvre laissant le champ libre 
a l’activité des diastases digestives. L’influence des faibles doses 
de sel se traduit au contraire par une flore microbienne abon- 
dante dont l’activilé particuliére prédomine. 

Dans une transformation de maliéres protéiques qui a pour 
but Vobtention d'un produit assimilable par Vorganisme et qui 
doit étre par conséquent riche en acides aminés, l’action micro- 
bienne se présente donc comme nuisible et doit étre écartée. Le 
sel 4 une dose élevée y pourvoit; mais comme d’autre part le 
sel posséde une action inhibitrice sur le travail diastasique, une 
dose convenable de sel doit étre employée. Cette dose de sel 
conyenable sera la dose la plus faible qui, tout en permettant un 
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certain travail diastasique, restera capable d’empécher la ne 
lifération bactérienne. 

Une salure intense doit étre écartée ainsi qu’une salure trop 
faible, mais pour un autre motif : avec une salure intense tout 
travail diastasique serait arrété et aucune transformation des 
protéiques du poisson n’aurait lieu. 


Résumé et conclusions. 


De l'ensemble des recherches exposées plus haut, il résulte 
que : 

4° La fabrication du Nuoc-mam consiste en une macération 
du poisson frais dans l’eau fortement salée et le travail effectué 
dans la formation de ce produit est bien essentiellement une 
dissolution de matiére azotée suivie d’une dégradation intense 
de cette matiére azolée. 

Les jus salés, au début de la macéralion, présentent une 
forte proportion d’albumines et d’albumoses et peu d’acides 
aminés; & la fin de cette macération albumines et albumoses 
ont disparu et on constate a la titration au formol une forte 
proportion d’acides aminés ; 

2° Avec un taux moyen et suffisant de sel, on obtient au 
laboratoire par simple macération du poisson pendant un 
temps convenable, un jus salé dont la composition est celle 
du Nuoc-mam; 

3° Les éléments en présence dans le Nuoc-mam et qui réa- 
gissent entre eux peuvent étre classés ainsi : 

a Les jus salés de macération et leurs éléments micro- 
biens et diastasiques ; 

6 Les organes digestifs du poisson et leurs sucs diastasi- 
ques; 

¢ La chair musculaire du poisson; 

d Les éléments cartilagineux qui restent inattaqués. 

4° Les jus salés sont pauvres en éléments microbiens et leur 
action protéolytique, sensible sur la gélatine, est nulle sur 
lalbumine d’cwuf coagulée et la peptone. Ils sont aussi pauyres 
en éléments diastasiques. Le role des jus salés parait étre 
réduit & un role de solyant des produits de hydrolyse digestive 
et de protecteur, vis-a-vis des microbes, dela masse de poisson 
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qui y est plongée. Leur role au point de vue protéolylique est 
négligeable sinon nul. 

5° Les extraits glyeérinés d’organes digestifs possédent au 
contraire une activité protéolytique intense, 4 la fois sur la 
gélatine, sur l’albumine et la peptone pepsique, 

6° L’extrait glycériné de chair musculaire de poisson ne 
manifeste d’activité diastasique que sur la peptone. Cet extrait 
n’aurait qu'une activité érepsique et cette activité est faible ; 

6° Les extraits glycérinés d’organes digestifs considérés 
comme contenant les agents de hydrolyse dans la formation 
du Nuoc-mam présentent des variations d’action avec les condi- 
tions différentes de milieu. Leur activité croit avec la tempéra- 
ture dans certaines limites, l’optimum d’action étant compris 
entre 36° et 44°; 

8° Dans le travail d’hydrolyse, une certaine acidité se 
développe : Vaction diastasique est optima dans un milieu 
légerement alcalin au début du travail; le taux de l’alcalinité 
favorable est compris entre 0,36 et 0,67 de soude pour 1.000. 
Une acidité surajoutée trés légére, 0,17 de HCl p. 1.000, géne 
immédiatement le travail; 

9° Le sel joue, dans la préparation du Nuoc-mam, un role 
prépondérant. 11 diminue lactivité diastasique des extraits 
glycérinés. D’autre part, si l’on ajoute au poisson une dose 
de sel trop faible, une flore microbienne abondante se déve- 
loppe dans les liquides de macération. Le liquide obtenu aprés 
un certain temps de macération se caractérise par un taux élevé 
de ammoniaque et peu d’acides aminés. On trouve de 40a 
50 p. 100 de l'azote total & l'état d’azote ammoniacal dans des 
liquides contenant de 16,9 & 10 p. 100 de sel. Tandis que dans 
un Nuoc-mam normal contenant 24 p. 100 de sel, on trouve 
seulement 11 p. 100 de l’azote total & l'état d’azote ammoniacal 
et 40 p. 100 al’état d’azote d’acides aminés. 

L'influence des doses faibles de sel se traduit au point de vue 
bactériologique par une flore microbienne abondante et au 
point de vue chimique par un taux élevé de l’‘ammoniaque. 

L’influence des doses élevées de sel se traduit au point de vue 
bactériologique par une flore bactérienne trés réduite et au point 
de vue chimique par un faible taux de l’ammoniaque. 

Les conditions de fabrication du Nuoc-mam seront détermi- 
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nées en dehors des conditions de réaction du milieu et de tem- 
pérature par la régle suivante : « Un taux de sel convenable 
pour permettre aux sucs digestifs un travail maximum tout en 
empéchant le plus possible le développement des bactéries ». Il 
résulte de nos expériences que le taux du sel dans les liquides 
de macération ne doit pas étre inférieur & 20 p. 100. I doit 
étre compris entre 20 et 25 p. 100; 

10° Les éléments actifs dans la fabrication du Nuoc-mam sont 
les diastases des organes digestifs du poisson génées par un 
taux du sel élevé, mais protégées par ce méme sel contre les 
microbes de la putréfaction dontlaction proléolytique dépasse 
le stade acides aminés et conduirait les albuminoides — pour 
une part toujours grande — a |’état d’ammoniaque inutilisable 
par l’organisme humain. 
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MORT SUBITE DU LAPIN 
AU COURS D’'INOCULATIONS SOUS-CUTANEES 
DE SUBSTANCE NERVEUSE HOMOLOGUE 


par P. REMLINGER. 


Les accidents qui font Vobjet de ce travail n’ont da leur 
mise en évidence qu’au hasard. Cherchant a reproduire expé- 
rimentalement les paralysies qui se manifestent parfois chez 
homme au cours du traitement antirabique, nous injections 
sous la peau de deux lots de Japins des séries d’émulsions de 
substance nerveuse soit rabique, soit normale d’autres lapins. 
Les inoculations étaient répétées & des intervalles variant de 
2-3 & 18-20 jours. Pour compenser le fait que Je systeme 
nerveux du lapin est moins sensible que celui de l’homme et 
que les injections portaient sur une substance nerveuse homo- 
logue, celle-ci était inoculée & dose massive. La premiére et 
méme la deuxiéme fois qu’au cours d'une de ces injections un 
lapin nous est littéralement resté entre les mains — tant la 
mort se produit avec rapidité — nous avons cru 4 une mala- 
dresse de l’aide chargé de maintenir l’animal ou & un accident 
opératoire. C’est seulement la répétition de la mort dans des 
conditions presque toujours rigoureusement identiques qui 
nous a fait changer d’opinion... Nous relaterons les faits 
observés en respectant l’ordre chronologique. 


OsservATion I. — Un lapin recoit sous la peau les quantités suivantes 
d’émulsion d’encéphale (4) de lapin neuf saigné a blanc (2). 


(1) Tous les lapins recevaient sous la peau des émulsions d’encéphale, 
cerveau, cervelet, bulbe rachidien réunis. Fréquemment méme au bulbe une 
portion de la moelle cervicale demeurait appendue. Il ne semble pas qu’il y 
ait la une grave cause d’erreur. On sait que M. Delezenne n’a pas réussi a 
obtenir des sérums spécifiques vis-a-vis des différentes parties de l’axe 
cérébro-spinal. 

(2) Lorsqu’on inoculait de ’encéphale de lapin neuf, animal était saignéa 
blane afin d’éviter d'injecter avec la substance nerveuse une petite quantité de 
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Le 2 mars, on inocule semblablement sous la peau de l’abdomen la moilié 
‘d'un encéphale de lapin neuf, soit 5 grammes de substance nerveuse émul- 
sionnés dans 80 cent. cubes d’eau physiologique. A peine Vinoculation ter- 
minée, laiguille est-elle retirée, que l’'animal tombe sur le colé, les quatre 
membres agités d’un tremblement convulsif. 11 pousse quelques petils cris 
plaintifs et présente des mouvements agoniques d’ouverture et de fermeture 
des machoires. Les mouvements respiratoires diminuent trés rapidement 
amplitude et la mort se produit, la durée des accidents n’ayant certaine- 
ment pas dépassé une demi-minute. Pas d’autopsie. 


Osservation II. — Un lapin a recu le 19 décembre sous la peau 10 cent. 
cubes d'une émulsion 4 1/50 d’encéphale de lapin sain. Les 16 et 27 janvier, 
les 13 et 25 février, la méme inoculation est répétée a Ja dose de 20 cent. 
cubes. Le 27 février, l’animal recoit de méme 1/6 d’encéphale. Méme inocu- 
lation le 11 mars. Le 19 mars, on lui injecte — toujours sous la peau — un 
quart de cerveau de lapin finement émulsionné dans 40 cent. cubes d’eau 
physiologique et passé 4 travers une mousseline. On ne constate aucune 
iparticularité et on se met 4 inoculer semblablement trois autres lapins pré- 
parés de facon identique. C’est au cours de ces inoculations qu’on s’apercoit 
que l’animal est mort dans le panier de transport sans avoir attiré lattention 
par aucun phénomeéne. I] est étendu sur le coté, le corps flasque, lil 
vitpeux, la bouche entr’ouverte. L’autopsie, immédiatement pratiquée, ne 
révéle aucune particularité. Aucune congestion des organes. Aucune hémor- 
ragie. Pas de coagulation massive du sang. En sorte qu’on ne sait a quoi 
-attribuer ce décés — le deuxiéme — auquel on n’atlache pas encore grande 
importance. Les trois autres lapins n’ont présenté aucun symptome ni 
immédiat, ni secondaire. Le lendemain ils élaient parfailement vivants et 
bien portants. 


Osservation III. — Deux lapins ont recu sous la peau Jes quantilés sui- 
vantes d’encéphale de lapin sain : 
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sang. Lorsque, au contraire, ‘inoculation devailt porter sur des encéphales 
de lapin rabique, on laissail la maladie évoluer jusqu’a sa terminaison natu- 
relle. Les résultats ont été les mémes dans les deux cas. On ne s’est point 
apercu de ce que la petite quantité de sérum éventuellement injectée avec 
la matiére cérébrale ait eu une influence sur Ja fréquence des accidents ou 
ait modifié leur symptomatologie. 
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Le 11 avril, on injecte de méme 4 chacun deux la moilié d'un encéphale 
(6 grammes de substance nerveuse chacun) émulsionné dans 80 cent. cubes 
d'eau physiologique et passé 4 travers une mousseline. Le premier de ces 
lapins était A peine remis dans son panier, Vinoculation terminée, qu'il 
s'échappait violemment, faisait dans la salle quelques bonds désordonnés 
et retombait mort. Le tout avait & peine duré une demi-minute. Autopsie 
completement négative. Non seulement les organes ne présentent aucune 
congestion ou aucune hémorragie, mais encore ils sont pales, exsangues. 
Tel est en particulier le cas du cerveau et du poumon. II n’existe de coagu- 
lations sanguines ni dans le cceur, ni dans les vaisseaux. 

Un autre lapin, qui, apres avoir été préparé de facon identique, avail regu 
sous la peau la deuxiéme moilié de l’encéphale (6 grammes de substance 
nerveuse émulsionnés dans 80 cent. cubes d’eau physiologique), n'a présenté, 
ni au cours de linoculation ni aprés elle, aucun symptOme morbide. Ramené 
4 sa cage, il s'est mis de suite 4 manger comme si de rien n’était. 


Ossexvation 1V¥V. — Deux lapins ont recu sous la peau les quantités sui- 
vantes d’encéphale de lapin sain : 
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Le 15 avril, ils recoivent l'un et l'autre sous la peau la moitié d’un encé- 
phale auquel quelques centimétres de moelle cervicale sont appendus, soit 
pour chaque lapin 5 gr. 50 de substance nerveuse émulsionnés dans 40 cent. 
cubes d’eau physiologique. 

Le premier de ces animaux ne présente ni au cours de l’inoculation, ni 
apres elle aucun symptome digne d’étre noté. A peine la derniére seringue 
d’émulsion a-t-elle été poussée sous la peau du second qu'il se dégage des 
mains de l'aide, tombe a terre, fait deux ou trois bonds, retombe sur le coté, 
la cornée déja terne, el succombe apres quelques mouvements agoniques 
d’ouverture et de fermeture des machoires. La scéne entiére a duré moins 
dune demi-minute. L’autopsie immédiatement pratiquée montre la méme 
paleur des organes qu’au cours des examens précédents, mais de volumi- 
neux caillols remplissent les cavités droites du cur, moulent compléte- 
ment l’artere pulmonaire, les grosses veines et la veine porte en particulier. 
On a bien l’impression que la mort a été déterminée par une coagulation 
massive et instantanée du sang. 


Osservation V. — Deux lapins ont regu sous la peau les quantités suivantes 
d’encéphale de lapin rabique: 
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. Le 20 avril, on émulsionne semblablement 3 gr. 50 d’encéphale de Japin 
dans 40 cent. cubes d'eau physiologique. L’émulsion est passée a travers 
une mousseline et inoculée sous la peau au moyen d'une seringue de 
20 cent. cubes. Pendant qu’une premiére injection étant faite on recharge la 
seringue pour aspirer les 20 cent. cubes qui restent, l'animal a entre les 
mains de l'aide quelques secousses convulsives qu’on prend pour des mou- 
vements de défense et auxquels on ne préte guére attention. La deuxitme 
injection est poussée. Comme on retire l’aiguille, on s’apercoil que l’animal 
ne respire plus. La cornée est terne et'le réflexe a disparu. Déja le lapin a 
cessé de vivre. On essaie de le ranimer par la respiration artificielle et des 
tractions rythmées de la langue. C’est en vain. L’autopsie est pratiquée de 
suite. Le coeur bat encore faiblement, les ventricules paraissant arrétés en 
systole et les oreillettes présentant seules quelques contractions. I] n’existe 
nulle part de coagulations sanguines. Non seulement il n’y a aucune conges- 
tion des organes, mais encore le poumon, le foie, les reins, les capsules 
surrénales, les muqueuses stomacale et intestinale, l'encéphale sont trés 
pales. 

Le deuxiéme lapin, préparé comme son camarade, ayant recu comme lui 
sous la peau 3 gr. 50 d’encéphale de lapin émulsionné dans 40 cent. cubes 
deau physiologique, n’a présenté ni au cours de Vinjection, ni aprés elle de 
symptome morbide d’aucune sorte. 


Osseryation VI. — Le 22 avril, un lapin recoit sous la peau la moitié d’un 
encéphale de lapin (5 grammes) émulsionnée dans 40 cent. cubes d’eau phy- 
siologique. Le 30 avril, il recoit de méme un quart de cerveau (2 gy. 75). Le 
3 mai, on émulsionne semblablement dans 40 cent. cubes d’eau physiolo- 
gique 2 gr. 75 (un quart de cerveau) de substance nerveuse. On commence 
a les inoculer sous la peau au moven d’une seringue dont la capacité, en 
raison du gonflement du piston, est légérement inférieure a 20 cent. cubes. 
Les deux premiéres injections sont poussées sans incident. Gomme on 
aspirait la petite quantité d’émulsion demeurée dans le verre en raison de 
la particularité précitée, le lapin présente tout a coup quelques secousses 
convulsives. Il tombe sur le coté, fait avec les pattes une sorte de mouve- 
ment de course, pousse un cri plaintif et meurt. Le tout a duré certainement 
moins de temps qu'il n’en faut pour l’écrire. Trois autres lapins ayant recu 
les mémes injections préparantes el la méme injection déchainante n’ont pas 
présenté le moindre symptéme alarmant. L’autopsie est complétement néga- 
tive. Aucune congestion. Aucune hémorragie. Les organes sont pales au 
contraire. Il n’existe de coagulation sanguine ni dans le cceur, ni dans les 
gros vaisseaux, 


Osseryation VII. — Le 24 avril, un lapin recoit sous la peau la moitié de 
lencéphale d'un de ses congénéres, soit 4 gr. 50 de substance nerveuse 
émulsionnés dans 40 cent. cubes d’eau physiologique. Le surlendemain, 
23 avril, la méme inoculation est répélée (5 grammes-de substance cérébrale 
émulsionnés dans 40 cent. cubes d’eau). Le surlendemain encore (25 avril 
on injecte sous la peau la moitié d'un encéphale de lapin, soit 5 grammes 
de substance nerveuse émulsionnés dans 40 cent. cubes d’eau salée. A peine 
lanimal a-t-il recu son injection qu'il tombe sur le coté. Les quatre pattes 
sont agitées pendant quelques secondes de mouvements convulsifs qui 
bientot cessent de se produire. Dispari on du réflexe cornéen. L’animal a 
encore quelques mouvements agoniques d’ouverture et de fermelure des 
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machoires et meurt. La durée des phénoménes a été d'une minute environ. 
L’autopsie est pratiquée de suite. Le coeur a déja cessé de battre. Les pou- 
mons sont pales. Pales aussi la muqueuse de l’estomac et de l’intestin, le 
foie, le rein, les capsules surrénales qui apparaissent d'un blane de nacre. 
Les cavilés droites du coeur renferment de yvolumineux caillots qui les mou- 
lent enligrement. La méme coagulation massive s’observe dans l’artére pul-- 
monaire ainsi que dans les grosses veines, la veine porte en particulier. On: 
anettement l'impression que c’est cette coagulation brutale, massive du 
sang qui a déterminé la mort subite. 

Un deuxitme lapin ayant regu identiquement les mémes inoculations que 
le précédent (trois moitiés d’encéphale & deux jours d'intervalle) n’a présenté 
absolument aucun symptome digne d’étre noté. 


Ossrrvation VIII. — Au cours de recherches sur la pathogénie des para-- 
lysies du traitement antirabique, un lapin a recu sous la peau les quantités. 
suivantes d’émulsion de cerveau de lapin mort du virus fixe (1). 
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Le 2 juin, on inocule semblablement sous ia peau la moitié de l’encéphale- 
d'un lapin rabique, soit 4 grammes de substance nerveuse émulsionnés dans 
40 cent, cubes deau physiologique. Au cours de linoculation, lanimal a 
quelques mouvements convulsifs assez seinblables 4 des mouvements de 
défense. L’inoculation terminée, il demeure étendu sur le cété, la cornée- 
insensible et déja agonisant. Il a quelques mouvements d’ouverture et de- 
fermeture des machoires — sorte de baillement profond — et meurt. A l’au- 
topsie, tous les organes sont pales. Aucune congestion. Aucune hémorragie. 
Pas de coagulations sanguines. Aucune particularité a signaler. 

Un deuxiéme lapin, traité absolument de la méme facon, n’a présenté, au 
cours d'une inoculation déclenchante identique, aucun symptome morbide. 


Osservation IX. — Un lapin, au cours d’expériences sur la pathogénie des. 
paralysies du traitement antirabique, recoit sous la peau les quantités sui- 
vantes d’émulsion a 1/50 de cerveau rabique (virus fixe). 
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(1) Il va de soi que ces expériences doivent étre entreprises sur tout um 
lot d’animaux. II est, en effet, fatal qu’au cours des inoculations un certaim 
nombre de lapins prennent Ja rage et succombent. 
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Le 15 juin, on injecte de méme sous la peau, Al'aide d’une seringue de 
‘20 cent. cubes, la moitié d'un cerveau rabique (4 grammes de substance 
nerveuse) émulsionné dans 60 cent. cubes d'eau physiologique. A peine la 
troisiéme inoculation est-elle commencée que l’animal a, dans tout le corps, 
un soubresaut violent analogue a un mouvement de défense extrémement 
marqué. On le met a terre. Déja, incapable de se tenir debout, il est couché 
sur le coté. Cris plaintifs. Disparilion du réflexe cornéen. Quelques conyul- 
sions — sorte de mouvement de course — agitent les membres. Au bout 
d'une demi-minute, elles prennent fin. L’animal fait encore quelques mouve- 
ments d’ouverture et de fermeture de la boughe et meurt. L’autopsie est 
pratiquée de suite. Les ventricules sont arrétés en systole, mais les oreil- 
lettes battent encore et on peut, au moyen d'une pipette, prélever une cer- 
taine quantité de sang pour la recherche des propriétés névrotoxiques éven- 
tuelles (1). Les organes ne présentent aucune congestion. Tous — et les 
capsules surrénales en particulier — sont au contraire trés pales. 

Un deuxiéme lapin, inoculé comme le précédent, le 15 juin, aprés avoir regu 
identiquement 4 dater du 15 janvier les mémes inoculations, n'a présenté 
aucun symptome morbide. 


OssERVATION X. — Un gros lapin recoit sous la peau, du 22 avril au 13 aout 
4919, les quantités suivanles d’encéphale de lapin neuf: 

Le 5 juillet, ilrecoit dans le cerveau, apres trépanation, un peu d’émulsion 
de substance nerveuse normale et ne présente conséculivement aucune 
réaction. 
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Le 10 juillet, on inocule encore sous la peau un quart d’encéphale de lapin 


(1) Ce sérum a été inoculé sous la dure-mére ou dans le cerveau de plu- 
sieurs lapins et cobayes. Ainsi que la théorie permettait de le prévoir, le 
résultat a été complétement négatif. Les mémes résultats négatifs ont été 
obtenus avec le sérum d'un lapin ayant regu sous la peau, en dix injections, 
25 grammes d’encéphale de lapin et ne présentant au moment du préléve- 
ment aucun phéncméne morbide. 
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sain (3 grammes de substance nerveuse) et le 23 juillet la moitié d’un cer- 
veau (5 gr. 50). Le 13 aowt, aussitot aprés une inoculation de 4 grammes de 
substance nerveuse émulsionnés dans 60 cent. cubes d’eau physiologique, 
Yanimal tombe brusquement sur le cété, présente de brefs soubresauts des 
pattes, quelques mouvements d’ouverture et de fermeture des machoires et 
succombe. La mort a été presque instantanée. L’autopsie est immédiatement 
pratiquée et ne montre, dans le coeur et les gros vaisseaux, aucune Coagu- 
lation sanguine. Tous les organes, en particulier le poumon, le cerveau, les 
muqueuses de l’estomac et de J’intestin sont pales. Trois autres lapins, 
traités absolument comme le précédent, n’ont présenté aucun symptome 
morbide. 


Ossgervation XI. — Un lapin a recu sous la peau, du 15 janvier au 24 juin 
4919, les quantités suivantes d’émulsion de cerveau rabique : 
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Le 24 juin, on émulsionne finement, dans 80 cent. cubes d’eau physiolo- 
gique, un cerveau entier (8 grammes) de lapin mort de virus fixe et, au 
moyen dune seringue de 20 cent. cubes, on commence A injecter cette 
émulsion sous la peau. Au cours des deux premieres inoculations, on ne 
constate rien d’anormal, mais 4 peine a-t-on commencé a pousser la troi- 
siéme que l’animal est secoué de conyulsions de tous points analogues a 
celles qui étaient prises au début pour des mouvements de défense. Immé- 
diatement on sursoit a linjection et lanimal est mis 4 terre. Jéja il est 
presque compléltement inerte et n’a plus de réflexe cornéen. Il pousse quel- 
ques petits cris plaintifs et esquisse de légers mouyements agoniques d’ou- 
verture et de fermeture des machoires. Bientot ceux-ci cessent eux-mémes 
de se manifester. La durée des phénoménes — qui a pu élre chronométrée 
—a été exactement d'une minute. L’autopsie immédialement pratiquée n’a 
révélé aucune particularité intéressante. Tous les organes sont pales. Ni 
congestion. Ni hémorragies. Aucune coagulation sanguine dans le ceur ou 
les vaisseaux. 


En résumé, des lapins neufs sont saignés & blanc ou des 
lapins rabiques succombent a la rage; l’encéphale est émul- 
sionné finement dans de l'eau physiologique et !’émulsion est 
injectée & des doses variables, mais presque toujours élevées 
(4-5 grammes de substance nerveuse le plus souvent mais par- 
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fois davantage), sous la peau d'une série de lapins. Les ino- 
culations sont répétées & des intervalles de 10-12 jours en 
moyenne, souvent beaucoup plus courts (1-3 jours), parfois 
beaucoup plus longs (25-30 jours). A une 1 et & une 2° injec- 
tions, il ne se produit rien d’anormal. C'est & une des injec- 
tions suivantes, & la 3° (2 obs.), & la 5° (4 obs.), & la 7°, & la 8° 
ou & la 9° (4 obs.), & la 10° (2 obs.), & Ja 12°, A la 13° ou A la 15° 
(1 obs.) que les accidents se produisent avec une soudaineté et 
se déroulent avec une rapidité vraiment impressionnantes. 
Quelquefois (3 obs. )ils sont & grand fracas. L’animal s’échappe 
des mains de l'aide ou Lae hors du panier dans lequel il 
doit étre ramené a sa cage. II fait dans la piéce quelques bonds 
désordonnés puis, presque aussildt, tombe sur le cété, la 
cornée déji terne et meurt apres quelques mouvemenls ago- 
nigues d’ouverture et de fermeture des machoires. Dans la 
majorilé des cas (7 obs.), la symptomatologie est plus fruste. 
Le lapin a, entre les mains qui le maintiennent, quelques 
secousses convulsives, fatalement prises, lorsqu’on n’est pas 
averti, pour des mouvements de défense, d’autant qu’il pousse 
parfois (4 obs.) de petits cris plaintifs. Déja, 4 ce moment, il 
est incapable de se tenir sur ses pattes et n'a plus de réflexe 
cornéen. Abandonné a lui-méme, il tombe inerte sur le coté. 
Comme dans le cas précédent, il succombe en moins d'une 
minute aprés de brefs mouvements agoniques, sorte de baille- 
ment profond. Exceptionnellement, la symptomatologie est 
plus atténuée encore. L’animal, au cours de l’inoculation 
sous-cutanée, n’a attiré lattention par aucun mouvement et, 
lorsqu’on retire laiguille, on n’est pas peu surpris de conslater 
que déja il acessé de respirer et de vivre. IL est mort en moins 
de temps qu iil n’en faut pour l’ecrire. Ces accidents se sont 
produits six fois au cours méme des inoculations, cinq fois 
immédiatement — quelques secondes — apres elles. On concoit 
qu’en rapport avec cetie particularité, la symptomatologie pré- 
sente de légéres variantes qu'il est facile d’imaginer : lapin 
tombant brusquement sur le coté et présentant sur le sol une 
sorte de mouvement de course au lieu de se débattre entre les 
mains del’aide. Dans aucun cas, nous n’avons noté d’émission 
d’urine ou de matiéres fécales. Ajoulons que ces symplomes 
sont rigoureusement identiques, que le lapin ait regu sous la 
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peau de la substance neryeuse normale (7 obs.) ou rabique 
(4 obs.). La fréquence de la mort subite par rapport aux 
témoins demeurés indemnes est également sensiblement la 
méme dans les deux cas. La quantité de substance ner- 
veuse injectée lors de Vinoculation déclenchante (2 grammes, 
chiffre minimum; 8 grammes, chiffre maximum; chiffre 
moyen, 4 grammes) ainsi que la quanlité d’eau physiologique 
dans laquelle I’émulsion est faite (40 & 80 cent. cubes) ont 
toujours également paru sans influence sur la fréquence des 
phénoménes ou leur symplomatologie. 

A Vaulopsie — immédiatement pratiquée dans dix observa- 
tions — il n’a jamais été constaté la moindre congestion des 
organes, & plus forte raison la moindre hémorragie. Ceux-ci 
montrent, au contraire, une grande paleur, comme si une 
vaso-constriclion intense s’était produite. Tel est le cas de 
lencéphale; tel est le cas du poumon, du foie, du rein, des 
muqueuses intestinale et stomacale. Tel est le cas des cap- 
sules surrénales qui apparaissent d’un blanc de nacre. Deux 
fois seulement, nous avons noté dans le cceur droit, lartére 
pulmonaire, les grosses veines et la veine porte en particulier, 
une coagulation massive du sang. 

Comment peut-on interpréler ces accidents si singuliers ? Il 
convient tout d’abord d’insister sur le fait que, méme A trés 
fortes doses, la substance nerveuse normale homologue ino- 
culée sous la peau du lapin est, si lon en exceple la question 
de la mort subite, trés bien supportée par cet animal. [1 suffit 
de prendre la précaution d’émulsionner finement, de passer a 
travers une mousseline et de ménager entre les inoculations un 
intervalle convenable. {1 ne se produit alors aucune lésion 
locale et il est exceplionnel de voir les animaux maigrir et se 
cachectiser. Exceplionnelle aussi est l’apparition de phéno- 
ménes paralytiques dont nous avons cependant relaté une 
observation (1). L’amaigrissement et la cachexie s’observent 
plus fréquemment chez les lapins qui regoivent sous la peau de 
la substance nerveuse rabique, mais l’état cachectique ne parait 
avoir aucune influence sur la production de la mort subite. 


(1) P. Remurncer, Accidents paralytiques d'origine médullaire provoqués 
chez le lapin par des inoculations de substance nerveuse normale homo- 
logue. Soc. de Biol. 
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Témoin lobservation suivante — prise au hasard parmi un lot 
de faits semblables — ot un lapin parvenu au dernier degré 
de Pamaigrissement était néanmoins capable de supporter sous 
la peau des doses massives (8 gr. 50) de substance nerveuse. 


Osseryation. — Un lapin recoit en injections sous-culanées les quantités 
suivantes de virus rabique fixe: 


15 janvier. . 2 c.c. d’émulsion a 41/50. 
4 février. Si (Ga Ker _ 
23 —“Miie sgl UGe OC) = 
LO RMOTS gen 208 Gace — 
16 — So ADCS Ge — 
28 — . . 4/4 cerveau, soit 2 gr. de substance nerveuse. 
Shaivicilayoe. 01 40/2 _ 4 gr. _ 
BO emma AS —_ 4 gr. — 
slat rene yk = ase ne — 4 gr. 50 — 
DONG MEE SAD a 4 gr. == 
2 juin eae 24/2 — 4 gr. _ 
14 — 4/2 = 3 gr. 50 _ 
or 4/2 = 4 gr. 50 — 
26ers SAS — Py eared | 243) — 
TE OMNES EL — 4 or _— 
146 — Myf, _ 3 gr. 50 = 
Vigo a Ak = 4 gr. 75 —_ 
Hee Pata, | 84 _ 8 gr. 50 — 


Dans les premiers jours du mois d’aout, on s’apercoit que ce lapin, qui en 
dix-huit injections a recu plus de 50 grammes de substance nerveuse, est 
tres éprouvé par les inoculations. I] présente un amaigrissement extréme et 
une véritable cachexie. Intentionnellement, le 19 aout, on lui inocule sous la 
peau un cerveau rabique entier, soit 8 gr. 20 de substance nerveuse. Aucune 
particularilé au cours de Vinjection. Les jours suivants l'état cachectique 
s'aggrave et, le 28 aout, l’animal, qui n’a littéralement plus que la peau sur 
les os, est arrivé au dernier degré de l’'amaigrissement. Nouvelle injection 
dun cerveau entier (8 gr. 50 de substance nerveuse). L’injection est encore 
tres bien supportée. L’animal traine jusqu’au 8 septembre au matin, date a 
laquelle il est trouvé mort. 


La mort subite n’est done pas un accident banal tel qu’il 
pourrait sen produire — par réflexe par exemple — chez 
un animal amaigti & la suite dinoculations répétées de 
substances nocives et la cachexie éventuelle ne parait favoriser 
en rien sa production. Doit-elle étre considérée comme un 
accident anaphylactique ? Nous ne le croyons guére davantage 
et pour les raisons suivantes : 

4° Outre que la symptomatologie qui vient d’étre décrite est 
assez différente de celle des accidents anaphylactiques, outre 
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que, notamment, la durée des phénoménes est: sensiblement 
plus courte et que la paleur des organes & l’autopsie forme 
contraste avec la congestion — sinon avec les hémorragies — 
toujours notées en pareil cas, nous devons insister sur lirré- 
cularité avec laquelle se produit la mort qu'il est toujours 
impossible de prévoir. Plusieurs lapins ont regu sous la peau, 
aux mémes intervalles, les mémes quantités de substance 
nerveuse. A une nouvelle injection, pratiquée toujours dans 
des conditions rigoureusement identiques, un trés petit nombre 
seulement — sans que rien permette de saisir les raisons de 
cette préférence — va mourir subitement. Il y a plus. Ceux qui 
ne meurent pas ne présentent absolument aucun symptome 
morbide. Entre les lapins qui meurent en moins de temps qu'il 
n’en faut pour l’écrire et ceux qui, aussilot aprés Vinoculation, 
mangent et gambadent comme si rien ne s’était passé, il 
n’existe aucun intermédiaire. C’est tout ou rien. Or les 
animaux qui ne présentent aucun symptéme ne sont nul- 
lement réfractaires ou immuns. Ils pourront parfaitement 
mourir subitement lors d’une inoculation ultérieure. Dans 
Virrégularité avec laquelle la mort subite se produit, il ya 
toutefois une certaine régularité singuliére et paradoxale, que 
nous signalerons & titre de curiosité, sans y attacher aucune 
importance. Lorsqu’ayant sacrifié un lapin, on injecte respec- 
livement 43 ou a4 de ses congénéres identiquement préparés 
le tiers ou le quart de lencéphale et que le premier injecté 
meurt, on peut étre assuré que l’inoculation des autres se 
passera sans encombre. Inversement plusieurs lapins ayant 
bien supporté linoculation déclenchante, on peut parfois en 
induire avec raison que le dernier qui reste & injecter suc- 
combera. 

La mort subite ne se produit donc nullement avec le caractére 
de constance, sinon de fatalité qui est habituel dans les accidents 
anaphylactiques expérimentaux. Nous avoris relaté 11 obser- 
vations de mort. Nous pourrions produire un nombre au moins 
triple d’observations de lapins qui ont survécu apres avoir recu 
des quantités égales ou tres supérieures de substance nerveuse. 
Il nous suffira de citer a titre d’exemple les trois faits suivants : 


Lapin I. — 24 avril, 1/2 cerveau sous la peau (4 gr. 50 de substance ner- 
veuse) : 
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23 avril, 5 gr.; 29 avril, 4 gr.; 8 mai, 2 gr.50; 11 mai, 2 gr. 80; 12 mai, 2 gr. 50; 
18 mai, 2 gr. 50; 24 mai, 3¢r.; 30 mai, 2 gr. 25; 4 juin, 2 gr. 50; 27 juin, 2er. 50; 
10 juillet, 3 gr. 33; 22 juillet, 5 gr.; 12 aott, 4 gr. 50; 4 décembre, 5 gr. 25. 
Au total, 55 grammes de substance nerveuse en !6 injections. Est encore 
aujourd'hui vivant et bien portant. 


Lapin H. — A regu sous la peau les quantités de substance nerveuse sui- 
vantes : 


22 avril, 5 gr.; 30 avril, 2 gr. 75; 3 mai, 2 gr. 75; 6 mai, 3 gr.; 8 mai, 2 er. 50; 
11 mai, 2 gr. 50; 12 mai, 2 gr. 50; 48 mai, 2gr.50; 24 mai, 3 gr.; 30 mai, 2 gr. 70; 
12 juin, 3 gr. 33; 28 juin, 2 gr.; 10 juillet, 3 gr.; 23 juillet, 5 gr.50; 13 aout, 5 gr.; 
10 décembre, 4 gr. 75. Au total, 52 grammes de substance nerveuse en 16 injec- 
tions. Est aujourd’hui encore vivant et bien portant. 


Lapin II. — A regu sous la peau les quantités de substance nerveuse sui- 
vantes : 


22 avril, Sgr.; 30 avril, 2 gr. 75; 3 mai, 3 gr.; 6 mai, 2 gr. 50; 8 mai, 2 er. 50; 
44 mai, 2 gr. 50; 12 mai, 2 gr. 50; 18 mai, 2 gr. 50; 2% mai, 3 gr.; 30 mai, 2 gr. 70; 
12 juin, 3 gr. 33; 28 juin, 2 gr.; 10 juillet, 3 gr.; 23 juillet, 5gr.50; 13 aout, 5 gr.; 
10 décembre, 4 gr. 75. Au total, 52 grammes de substance nerveuse en 16 injec- 
tions. Est aujourd’hui encore parfaitement vivant et bien portant. 


Il parait inutile de multiplier ces exemples. Ces lapins 
auraient-ils succombé si on avait insisté davantage ou sont-ils 
complétement réfractaires? Dans cette hypotinése, leur immu- 
nité est-elle naturelle ou leur a-t-elle été conférée par les 
injections? Nous lignorons absolument. 

2° Alors que les accidents anaphylactiques ne se manifestent 
que lorsque Vintervalle entre les inoculations préparante et 
déchainanle est au moins de 8-10 jours, nous ayons vu la 
mort subite se produire aprés un temps beaucoup moins long. 
Dans nos 11 observations, l’intervalle écoulé entre la derniére 
injection sous-cutanée dite préparante et celle qui a déterminé 
la mort a été en effet de 26 jours(4 fois); de 21 jours (1 fois) ; 
de 14 jours (4 fois); de 14 jours (4 fois); de 10 jours (1 fois); 
de 8 jours (1 fois); de 5 jours (4 fois). Cet intervalle s'est trouvé 
réduit & 3 jours (obs. 6) et méme a 2 jours (obs. 7). Ces inter- 
valles de 5, de 3, de 2 jours ne sont pas du tout en faveur de 
hypothése anaphylactique. 

Il est A remarquer aussi que ces intervalles si réduils ont été 
observés alors que des doses particuliérement fortes de substance 
nerveuse (5 grammes dans l’observation 7) avaient été, les 
jours précédents, inoculées sous la peau. Or tous les auteurs 
qui ont étudié l’anaphylaxie insistent sur ce que les fortes doses 
ne sensibilisent qu’a la longue et sont retardantes plutdt 
qu’accélératrices de la durée d’incubation. 
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3° M. Besredka a, comme on sait, fait connaitre les avantages 
de Vinoculation déchainante intracérébrale. On serait assez 
tenté de supposer que celle-ci doit étre particuli@rement sensible 
chez les animaux qui, ayant recu de la substance nerveuse sous 
la peau au titre préparant, recoivent au titre déchainant cette 
méme substance sous la dure-mére. Or il n’en est rien. 

Quelle que soit la quantité de substance nerveuse normale 
inoculée sous la peau d'un lapin, quel que soit lintervalle écoulé 
enlre la derniére de ces injections et inoculation sous-dure- 
mérienne, celle-ci laisse toujours l’animal indifférent. L’expé- 
rience peut étre variée de bien des facons: intervalle inférieur, 
égalou supérieur & Vintervalle anaphylactique classique ; doses 
préparante ou déclenchante fortes ou faibles..., etc. Le résultat 
est toujours idenlique. Jamais le moindre symptome morbide 
ne peut étre mis en évidence et la relation détaillée de ces 
observations serait sans intérét. Si des lapins préparés avec de 
la substance nerveuse rabique recoivent du virus fixe sous la 
dure-mére, ils ne présentent aucun symptéme immédiat et la 
rage évolue chez eux absolument comme chez les témoins, 
lorsque la dose injectée n’a pas é!é suffisante pour les vacciner. 

3° Nous nous souvenons d’avoir observé en Turquie, il y a 
de nombreuses années, plusieurs cas de mort subite chez des 
moutons qui, dans le but d’obtenir un sérum antirabique, 
recevaient sous la peau, 4 intervalles rapprochés, de trés fortes 
doses de cerveaux de lapins rabiques (1). Cette exception mise 
a part et alors que le cobaye est l’animal de choix pour I’étude 
des phénoménes anaphylactiques, nous avons observé uni- 
quement la mort subite chez le lapin et chez le lapin traité par 
la substance nerveuse de lapin. Les combinaisons cobaye-lapin, 
cobaye-cobaye, comme aussi lapin-cobaye sont toujours 
demeurées inopérantes. 

A. — Le cobaye supporte assez mal les injections sous- 
cutanées souvent répétées de substance nerveuse de lapin. On 
observe a Ja longue des indurations au point dinoculation, de 
la chute des poils, de l’inappétence, de l’amaigrissement, de la 
cachexie. Ces faits bien connus ne rentrent naturellement pas 
dans le cadre de ceux que nous étudions. Sur 12 cobayes ayant 


(1) Nous n’avions a l’époque (1904-1905) accordé aucune importance a ce 
phénomeéne, tenu pour un banal accident opératoire. 
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regu sous la peau le 16 mai 1/6° de cerveau de lapin, soit 
1 gr.50 de substance nerveuse, et ayant continué & recevoir par 
la suite & des intervalles variables des quantités d’encéphale 
sensiblementégales a la précédente,deux sont morts cachectiques 
apres la 5° injection, deux autres aprés la 7°, un cinquiéme 
aprés la 9°. 7 cobayes ont pu au contraire receyoir sous la peau, 
du 16 mai au 16 septembre, 25 grammes de substance nerveuse 
en 16 injections. L’inoculation intracérébrale pratiquée ensuite 
n'a pas plus amené de mort subite que les injections sous- 
cutanées. 

B. — Le cobaye supporte au contraire trés bien sous la peau 
de fortes doses de substance nerveuse provenant de son 
congénére. Sur 12 cobayes ayant commencé de recevoir le 
16 avril 2 gr. 20 de substance nerveuse de cobaye, puis ayant 
continué de recevoir, & intervalles variables, 1 gramme de la 
méme substance, un seul animal a succombé & de l’amaigris- 
sement et a de la cachexie aprés la 5° inoculation. Les 11 autres 
ont pu recevoir sous la peau, sans le moindre incident, 
18 grammes de substance nerveuse en 15 injections. A plusieurs 
reprises, des inoculations intracérébrales ont été pratiquées. 
Pas plus que les injections sous-cutanées elles n’ont causé de 
mort subite ; elles n’ont entrainé d’accident d’aucune sorte. 

C. — De méme que les cobayes snpportent assez mal la sub- 
stance nerveuse de lapin, de méme les lapins présentent parfois, 
a Ja suite d’injections sous-cutanées de substance nerveuse de 
cobaye, de lamaigrissement et de la cachexie. Sur 42 lapins 
ayant regu sous la peau le 21 juin 2 grammes de substance 
nerveuse de cobaye, puis inoculés semblablement a intervalles 
variables, 3 sont morts cachectiques apres 648 injections. Les 
9 autres ont recu en 3 mois et en 15 injections 30 grammes 
d’encéphale de cobaye. Il n’a jamais été observé d’accidents 
analogues & ceux notés chez le lapin ayant recu des cerveaux 
de lapins. 

4° Si, chez nos lapins, la mort subite était un phénoméne 
anaphylactique, il devrait étre possible de réaliser, chez ces 
mémes animaux, l’anaphylayie passive. Or il n’en est rien. 


Osservation I. — Deux lapins recoivent sous la peau, en seize injeclions, 
du 22 avril au 10 décembre, 50 grammes de substance nerveuse. Douze jours 
plus tard ils sont saignés A blanc et donnent chacun 15 cent. Cubes de sérum 
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qui sont injectés sous la peau de deux lapins neufs. Le lendemain, ces 
deux animaux recoivent sous la peau chacun la moitié d'un encéphale (soit 


4 grammes de substance nerveuse) émulsionnée dans 60 cent. cubes d’eau 


physiologique. Aucun symptome morbide. 


Oeservation I]. — Un lapin recoit sous la peau, en quinze injections, du 
22 avril au 23 novembre, 48 grammes de substance nerveuse. Quinze jours 
plus tard, il est saigné a blane et fournit 18 cent. cubes de sérum qui sont 
injectés dans le péritoine d’un lapin neuf. Le lendemain, celui-ci regoit sous 
la peau 5 grammes d’encéphale de lapin émulsionnés dans 80 cent. cubes 
d'eau physiologique. Aucun symptOme morbide. 


Osservation III.— Deux lapins ont recu chacun, du 22 ayril au 18 décembre, 
52 grammes de substance nerveuse. Treize jours plus tard, ils sont saignés a 
blane et fournissent chacun 15 cent. cubes de sérum qui sont injectés sous 
la peau de deux autres lapins. Aprés 24 heures, ces animaux recoivent en 
injection sous-cutanée chacun la moilié d’un encéphale de lapin neuf, soit 
4 er. 50 de substance nerveuse. Cette inoculation nest suivie d’aucun effet. 


ll importe toutefois de faire remarquer que lirrégularité 
avec laquelle se produit la mort subite chez les animaux pré- 
parés — irrégularité sur laquelle nous ayons longuement 
insisté — est de nature 4 diminuer la valeur des expériences 
qui précédent auxquelles on peut reprocher de n’avoir pas été 
entreprises sur une assez vaste échelle. De méme, nous avons 
essayé de préserver des lapins en leur injectant dans la veine 
de Voreille une faible dose de substance nerveuse deux heures 
avant de leur inoculer sous la peau un quart ou une moitié 
d’encéphale. Aucun de ces animaux n'est mort. Cette préser- 
vation est-elle le résultat de la vaccination ou l’effet du hasard 
en ce sens que la mort ne se serait pas produite davantage si 
aucune injection intraveineuse n’avait élé pratiquée? C’est ce 
qwil est bien difficile de déterminer, & moins, nous le répé- 
tons, d’opérer sur une trés vaste échelle. 

5° Une derniére raison pour laquelle nous ne croyons pas 
devoir rattacher la mort subite du lapin & Vanaphylaxie, c'est 
que ce phénoméne parait bien peu susceplible de se produire 
avec la substance nerveuse. « Ce qui serait & rechercher, dit 
excellemment M. le professeur Richet (1), ne serait-ce pas les 
substances albuminoides qui déterminent l’anaphylaxie, mais 
bien celles qui ne la déterminent pas. Car, s'il en existe, ce 
qui est douteux, elles sont assurément en petit nombre ». La 


(1) Cu. Ricner. L’anaphylaxie, 2¢ édition, p. 88. 
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substance nerveuse parait précisément — tout au moins dans 
une large mesure — faire exception & cette régle que toutes les 
substances albuminoides organiques sont capables de sensibi- 
liser les animaux. Au cours de trés nombreuses expériences (1) 
ayant porté sur des chiens recevant sous la peau de la substance 
nerveuse de lapin, sur des cobayes traités de la méme facon, 
sur des lapins surtout qui recevaient des cerveaux soit d’autres 
lapins, soit de cobayes ou de chiens, nous n’avons jamais 
observé d’accidents anaphylactiques. Aprés un nombre variable 
d'injections sous-cutanées, les animaux étaient éprouvés par 
inoculation intracérébrale selon le procédé de Besredka. II 
n’a jamais été noté le moindre phénoméne morbide. A notre 
connaissance, ces résultats n’ont été infirmés — et partielle- 
ment encore — que par un seul auteur. M. Armand-Delille (2) 
a obtenu des résultats négatifs dans une premiére série d’es- 
sais. Dans une deuxiéme série de recherches, alors que chez le 
cobaye des résultats négatifs ont encore été obtenus, des phé- 
noménes d’anaphylaxie ont été observés chez des lapins ayant 
recu sous la peau de la substance nerveuse de chien. I] faut 
cependant faire remarquer que M. Armand-Delille a eu uni- 
quement recours, comme injection déclenchante, & Vinocula- 
tion intraveineuse. Or M. Besredka (3) a attiré avec juste 
raison l’attention sur les inconvénients que présente celle-ci 
lorsqu’on a affaire — comme c’est précisément le cas pour les 
émulsions de substance nerveuse — & une substance altérant 
la coagulabilité du sang. Elle peut alors préter & de la confu- 
sion et & une interprétation erronée des faits. On peut aussi 
provoquer l’embolie et assister & des phénoménes simulant 
complétement Vanaphylaxie alors quil s’'agit en réalité d’acci- 
dents tout différents. 

Il semble bien que les cing ordres de faits qui précédent 
soient de nature & exclure le rattachement de la mort subite au 
choc anaphylactique. Nous devons signaler cependant que si, 
a deux reprises, nous avons vu la mort se produire dés la 
troisitme injection, nous ne l’avons jamais observée & une 

(1) P. Remuivcer, Absence d’anaphylaxie a la suite d’inoculations sous- 
cutanées de substance nerveuse. Soc. de Biol., 11 avril 1908. 

(2) Anmano-Detitie, Anaphylaxie pour la substance grise cérébrale. Soc. de 


Biol., 12 mars 1910. 
(3) Besrepka. Anaphylaxie et antianaphylamie, p. 35. 
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premiére, quelque élevée qu’ait été la quantilé de substance 

nervyeuse inoculée (14 grammes, 20 grammes, 21 grammes, 
22 erammes méme). Voici résumées les deux derniéres de ces 
observations. Elles seraient presque de nature a laisser sup- 
poser qu'une dose massive de substance nerveuse est incapable 
de déterminer la mort subite si le lapin n’est pas sensibilisé — 
ou tout au moins préparé — par une inoculation anlérieure. 


Osservatron I.4f— Le 48 avril, deux lapins neufs sont saignés a blanc. 
L’encéphale, la moelle cervicale sont enlevés, pesés (21 gr. 20) et émulsionnés 
dans 160 cent. cubes d’eau physiologique. L’émulsion est passée a travers 
une mousseline et injectée en plusieurs endroits sous la peau d’un lapin de 
4.650 grammes. Aucun accident immédiat. Le lendemain et le surlendemain, 
animal va bien mais la masse énorme de l’injection se résorbe tres diffici- 
lement. Le 22 avril, apparition d’eschares suintantes, dégageant une odeur 
fétide. Mort le 25. 


Osservarion II]. — Le 26 avril, deux lapins neufs sont saignés a blanc. L’en- 
céphale ainsi que la moelle cervicale sont enlevés, pesés (22 grammes) et 
émulsionnés dans 160 cent. cubes d’eau salée. L’émulsion, passée a travers 
une mousseline, est inoculée sous la peau d’un lapin de 2 kilos. Aucun 
symptome immédiat, ni consécutif. L’absorption de l’émulsion s’est effectuée 
lentement mais de fagon satisfaisante. L’animal a survécu. 


Nous devons faire remarquer également que la mort subite 
du lapin ne s’observe jamais si on fait porter les injections sur 
des émulsions de substance nerveuse chauffée. Une premiére 
série de lapins a recu en dix injections, du 15 aoftit au 10 dé- 
cembre, 50 grammes d’encéphale, les émulsions ayant été 
chauffées une demi-heure & 70. Une deuxitme série a recu en 
huit injections, du 18 aotil au 15 décembre, 39 grammes d’encé- 
phale chauffés 5 minutes 4 100°. Aucune mort subite non plus 
qu’aucun phénoméne pathologique n’a été observé. 

La mort subite se produit donc presque exclusivement chez 
le lapin et chez le lapin ayant recu de la substance nerveuse 
homologue. Elle ne s’observe pasfavec la substance nerveuse 
chauffée. Ces faits paraissent de nature &rapprocher cet acci- 
dent de ceux qui se produisent a la‘suite d’injections d’extraits 
d’organes. On sait combien, dans ces derniéres années, ces 
accidents ont été Pobjet de nombreux travaux. Dold, en parti- 
culier, a moniré que si on injecte dans les veines du lapin 
une 6mulsion trés concentrée d’un cerveau de Japin, l’animal 
succombe en l’espace de quelques minutes mais que, si on 
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chauffe I’émulsion & 60°, animal n’en éprouve aucun dom- 
mage. Des accidents analogues ont été observés avec de 
nombreux organes : le poumon, la rate, le foie, le rein, les 
muscles, le testicule en particulier. Cependant, toutes ces 
expériences ont été entreprises par la voie intraveineuse, 
laquelle n’est, du reste, pas exempte d’objections ainsi que 
nous l’avons indiqué. Jamais, & notre connaissance, la toxi- 
cité des extraits d’organes n’a pu étre mise en évidence par 
voie sous-cutanée. Si on force la dose, les accidents observés 
ne rappellent plus que de loin, en effet, ceux que provoquent 
les inoculations intraveineuses précitées, la mort se produisant 
seulement en 24 heures et davantage... Nous signalerons une 
autre différence entre l’action des extraits d’organes et celle 
de la substance nerveuse. I] ne semble pas qu’on puisse vac- 
ciner les lapins contre le poison contenu dans les extraits 
d’organes. Les animaux finissent le plus souvent par se cachec- 
tiser et par mourir. Nous avons vu, au contraire, que des 
lapins avaient pu recevoir sous Ja peau en seize injections la 
quantité énorme de 52, de 55 grammes de substance nerveuse 
et n’en avaient pas moins conservé tous les attributs de la 
santé. 

Quoi qu il en soit, il est généralement admis que la toxicité 
des extraits d’organes est intimement liée au pouvoir de coa- 
guler le sang et que la cause immédiate de la mort est la 
thrombose de l’artére pulmonaire. Chez nos lapins, cette throm- 
bose n’a été observée que deux fois. Bien que, dans les autres 
observations, il n’existat de coagulations ni dans le cceur droit, 
ni dans l’artére pulmonaire, ni dans Jes grosses veines, nous 
attachons une grande importance 4 ces deux constatations 
positives, Nous pensons que c’est 4 des troubles circulatoires 
et plus particuligrement & une coagulation du sang dans les 
tres petits vaisseaux qu’est due la mort de nos animaux. On 
sait qu’on a déja expliqué de cette facon la mort presque 
subite des cobayes qui recoivent dans le sang du sérum préa- 
lablement agité avec du kaolin ou mis en contact avec de la 
gélose... Les accidents sur lesquels nous venons d’attirer 
lattention paraissent provisoirement justiciable d'une inter- 
prétation analogue. Dans cette hypothése, il est vraisemblable 
qu’avec de l’extrait de sangsue injecté primitivement au lapin 
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ou mélangé & l’émulsion d’encéphale, on empécherait la mort 
de se produire. Toutefois, l’irrégularité avec laquelle on observe 
la mort subite chez‘les lapins est de nature & vicier un peu le 
résultat de celte expérience, & moins, comme nous l'avons dit, 
que celle-ci ne soit entreprise sur une trés grande échelle. 


ERRATA 


Mémoire de M. Nicoiie, V. Frasey, E. Desains et E. Nicoras : Recherches 
sur la préparation des sérums antimicrobiens et antitoxiques chez le cheval 
‘premier mémoire) (mai 1920). 

Page 307, ligne 3 et page 309, ligne 41, au lieu de ¢, lire Y. 


ADDENDUM 


Le mémoire de L. Manmisr : Modification dun régulateur de chauffage 
électrique, 1913, 27, 498, qui figure dans les tables générales des tomes 26-30 
au mot : Régulafeur, a été omis a la table des auteurs. 


Le Gérant : G. Masson. 
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Paris. — L. MARETHEUX, imprimeur, 1, rue Cassette 


